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Hay una casa sola, sin luz
donde yo logré ocultarme
casi pude de tristeza, llorar
de un ayer cruel, infame.

Algunas horas alli pensando
pero nada consegui

de pronto en la cama estaba yo
y llorando al fin me dormi

Y entre mis suefios yo me vi
de pie, en la nueva calle
buscando la puerta del amor
y yo ya no sufri al ver

que esa puerta se abre

hoy siento dentro de mi... el amor.

Contento y sin dudas desperté
recordando aquella calle

de un pueblo llamado libertad
donde yo llegué a encontrarme
salté de la cama, bajé al bar
tu te hallabas junto a mi
perdona te dije, sonrei

me miraste, fui feliz.

Y entre mis suefios yo me vi
de pie, en la nueva calle
buscando la puerta del amor
y yo ya no sufri al ver

que esa puerta se abre

hoy siento dentro de mi... el amor.

Junto a la puerta del amor
te hallé y logré besarte

mis suefios son ya realidad, amor.

Junto a la puerta del amor
te hallé y logré besarte
te siento dentro de mi.

Dedico esta tesis a mis padres, Arsenia y Florentino.
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RESUMEN
Enzimas lipoliticas de krill antértico: purificacion y caracterizacion, ¢enzimas

adaptadas al frio?

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes para la vida,
siendo los ambientes frios los que presentan la mayor distribucion en la biosfera.
Diferentes organismos han desarrollado diversas estrategias de tolerancia y adaptacion al
frio, entre ellas la sintesis de enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas. Estas
enzimas especializadas se caracterizan por una alta eficiencia catalitica, temperaturas
Optimas desplazadas a bajas temperaturas y termolabilidad a temperaturas moderadas.
La disponibilidad del krill antartico, pequefio crustaceo explotado con fines comerciales,
ha permitido el estudio de sus actividades enzimaticas. En el Centro de Ingenieria
Biogquimica y Biotecnologia los estudios se han centrado principalmente en la actividad
proteasa y lipasa. Las enzimas lipoliticas estan involucradas en el metabolismo lipidico,
siendo las lipasas responsables de la hidrolisis y sintesis de triacilgliceroles.

Basados en estos antecedentes se propone la siguiente hipétesis de trabajo: “el
krill antartico Euphausia superba Dana posee enzimas lipoliticas adaptadas al frio,
capaces de actuar in vitro a bajas temperaturas”, para el abordaje de esta hipétesis se
desarrollaron tres objetivos especificos: (i) separacion y obtencion de enzimas lipoliticas
de krill antértico, (ii) determinacion de las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas
de las enzimas lipoliticas purificadas y (iii) secuenciacion y analisis de las secuencias de
las enzimas lipoliticas de krill antartico.

Se examinaron las condiciones para la obtencion de un adecuado extracto

enzimatico, el procedimiento de autolisis a 40°C durante 24 h o la homogenizacion a

Xvii



8.300 rpm durante 1-2 min a 4°C, permitié la obtencion de un extracto con alta actividad
lipasa especifica. Se trabajo con dos enzimas lipoliticas de krill antartico, KL1 y KL2.
La enzima lipolitica purificada KL1 presenté una masa molecular de 50 kDa y pl de 6,6
con una actividad sobre p-nitrofenilpalmitato (C16) de 2,9x10° U/mg a 20°C y pH 8,
presentd una temperatura Optima de 40°C y pH oOptimo de 9. KL1 exhibiéo un
comportamiento inusual a temperaturas moderadas, sin embargo, a 10°C retuvo el 23%
de su actividad maxima. Se determiné una energia de activacion de 24,7 kcal/mol (25-
40°C). Adicionalmente se caracterizo la enzima lipolitica KL2 previamente purificada
que presentd una temperatura Optima a 37°C y pH Optimo de 8, retuvo el 46% de su
actividad méxima a 10°C. Se determind una energia de activacion de 4,9 kcal/mol (10-
37°C). Las caracteristicas de KL1 indicarian que corresponde a una enzima mesofilica,
en cambio, KL2 presentaria las propiedades de adaptacion al frio (baja energia de
activacion y actividad a bajas temperaturas). El analisis de las secuencias de lipasas
eucariontes realizado para el disefio de partidores para la identificacion y amplificacion
PCR de genes de lipasas de krill antartico indicd que las lipasas presentan una baja
similitud entre sus secuencias aminoacidicas, la ausencia de aminoécidos conservados
contiguos y la pequefia longitud de las zonas conservadas. El analisis de las secuencias
amplificadas por PCR no indic6 similitud con lipasas. De igual modo el analisis de la
secuencia parcial de KL2 tampoco mostrd similitud significativa con lipasas. La
ausencia de similitud probablemente se deberia a las caracteristicas antes sefialadas de

las lipasas, como también la posibilidad que correspondan a nuevas lipasas.
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ABSTRACT
Lipolytic enzymes of Antarctic krill: purification and characterization, cold-

adapted enzymes?

Temperature is one of the most important environmental factors for life, cold
habitats display the greater distribution in the biosphere. Different organisms have
evolved diverse strategies of tolerance and adaptation to cold among them the synthesis
of cold-adapted/active enzymes. These specialized enzymes are characterized by a high
catalytic efficiency, optimal temperatures displaced to low temperatures and
thermolability at low temperatures. The availability of Antarctic krill, a small shrimp
exploited with commercial purposes, has allowed the study of its enzyme activities. In
the Centre of Biochemical Engineering and Biotechnology the studies have been mainly
focused on protease and lipase activities. Lipolytic enzymes are involved in lipid
metabolism, and lipases are responsible for the hydrolysis and synthesis of
triacylglycerols.

Based on these precedents the following hypothesis was proposed: “Antarctic
krill Euphausia superba Dana presents lipolytic cold-adapted enzymes, which have in
vitro enzyme activity at low temperatures”, the approach to this hypothesis was achieved
through three specific objectives: (i) lipolytic enzyme purification from Antarctic krill,
(if) determination of the physicochemical and biochemical properties of purified
lipolytic enzymes from krill and (iii) sequencing and analysis of lipolytic enzyme
sequences from Antarctic krill.

The conditions for obtaining an adequate enzymatic extract were examined,

autolysis at 40°C for 24 h and homogenization at 8,300 rpm for 1-2 min and 4°C allowed
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an extract with high specific lipase activity. Two lipolytic enzymes from Antarctic krill,
KL1 and KL2, were examined. The lipolytic enzyme KL1 was purified and showed a
molecular mass of 50 kDa and pl of 6.6 with an activity on p-nitrophenylpalmitate (C16)
of 2.9x10 U/mg at 20°C and pH 8. KL1 displayed an optimal temperature of 40°C and
pH of 9. However, KL1 showed an unusual behavior at moderate temperatures, at 10°C
it retained 23% of its maximum activity. An activation energy of 24.7 kcal/mol (25-
40°C) was determined. Additionally, a previously purified lipolytic enzyme, KL2, was
characterized. KL2 showed an optimal temperature of 37°C and pH of 8, and retained
46% of its activity at 10°C. An activation energy of 4.9 kcal/mol (10-37°C) was
determined. The properties of KL1 would indicate that it corresponds to a mesophilic
enzyme. On the other hand, KL2 shows cold-adapted features, i.e., a low activation
energy and activity at low temperatures. The analysis of eukaryotic lipase sequences
pointed out that lipases present low similarity among their sequences, the absence of
conserved contiguous amino acids and small length of the conserved zones. This
analysis was used for the design of new primers for the identification and PCR-
amplification of lipase genes from Antarctic krill. The analysis of the obtained
sequences from PCR amplifications did not indicate significant similarities with lipases
in databases. The partial sequence analysis of KL2 also did not show significant
similarities with lipase sequences. The absence of similarity is probably due to the
characteristics of lipase sequences and also the possibility that sequences correspond to

novel lipases.
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INTRODUCCION

La diversidad de condiciones climaticas en conjunto con diferentes factores
geograficos originan una variedad de ambientes, muchos de los cuales resultan
inhospitos e incluso extremos para la vida humana y, sin embargo, se encuentran
colonizados por un sinnimero de organismos. La mayor parte de estos organismos
“extremofilos” corresponde a procariontes, aunque es posible encontrar organismos
eucariontes. Dependiendo de las caracteristicas del habitat, los extremofilos se pueden
dividir en: (i) termofilos (altas temperaturas), (i) criofilos o psicrofilos (bajas
temperaturas), (iii) acidofilos (altas concentraciones de &cido), (iv) alcal6filos (altas
concentraciones de bases), (v) hal6filos (altas concentraciones de sales), (vi) piezofilos o
bardfilos (elevadas presiones), (vii) xerdfilos (alta sequedad ambiental), (viii) radiofilos
(altos niveles de radiacién ionizante y ultravioleta), (ix) metaléfilos (alta concentracion
de metales), etc. [Jaenicke y Zavodszky, 1990; Jaenicke, 1991; Jaenicke y Béhm, 1998;
Hough y Danson, 1999; Niehaus et al., 1999; Rossi et al., 2003; Van Den Burg, 2003;
Beales, 2004; Gomes y Steiner, 2004]. En general, los ambientes extremos presentan
mas de una condicién inhdspita, por lo que los organismos extremofilos exhiben una
combinacidn de adaptaciones.

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes para la vida y
entre las diferentes condiciones de temperatura, los ambientes frios son los que
presentan la mayor distribucion en la biosfera. Se estima que alrededor del 90% de la
biosfera presenta temperaturas menores a 10°C, como las regiones artica y antértica,
regiones montafiosas en la superficie terrestre, el mar que cubre el 70% de la superficie y

que bajo los 1.000 m de profundidad la temperatura no excede los 5°C [Gerday et al.,



1997; Sheridan et al., 2000; Gianese et al., 2001; Feller y Gerday, 2003; Georlette et al.,
2004]. En los ambientes frios habita una gran diversidad de organismos que incluye
procariontes y eucariontes. Entre los eucariontes se encuentran crustaceos, peces, e
inclusive organismos mayores [Arpigny et al., 1997; Feller y Gerday, 2003; Georlette et
al., 2004]. La mayor parte de estos organismos son ectotermos (poiquilotermos), esto es,
organismos que regulan su temperatura corporal por intercambio de calor con el
ambiente que les rodea. Estos organismos han desarrollado una serie de estrategias de
tolerancia y adaptacion al frio [Gerday et al., 2000], que les permite compensar el efecto
de las bajas temperaturas y mantener su homeostasis [Johnston, 1990]. Entre las
estrategias de tolerancia y adaptacion al frio, estos organismos han desarrollado una
vasta disposicion de ajustes, que dependiendo del organismo, van desde un nivel
molecular (e.g., modificaciones en las cinéticas enzimaticas, la sintesis de moléculas
especializadas de proteccion como proteinas de estrés frente al frio o proteinas
anticongelantes), nivel supramolecular y subcelular (e.g., la regulacion de la fluidez de
la membrana celular, la regulacion de los canales idnicos, la modificacion de las
cinéticas de polimerizacion/despolimerizacion de los microtdbulos, el aumento del
contenido celular de mitocondrias, etc.) hasta un nivel fisiologico (e.g., modificaciones
en las vias bioguimicas, modificaciones de los sistemas fisioldgicos, dormancia
estacional, etc.) [Feller y Gerday, 1997]. Una de las estrategias de tolerancia/adaptacion
al frio méas ampliamente utilizada entre los diferentes organismos es la modificacion de
las cinéticas enzimaticas, principalmente de aquellas enzimas claves en las vias
metabolicas, aunque también observada en muchas otras enzimas. Esta adaptacion es
alcanzada a través de la sintesis de enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas

[Arpigny et al., 1997; Feller y Gerday, 1997; Lonhienne et al., 2000].



Enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas (criofilicas)
Caracteristicas de las enzimas criofilicas:

La temperatura es uno de los factores que afecta la mayor parte de las reacciones
bioquimicas. Las bajas temperaturas aumentan la viscosidad del agua, disminuyen las
velocidades de difusion de los solutos y del agua, disminuyen la solubilidad de las sales,
aumentan la solubilidad de los gases, aumentan el pH de los tampones fisioldgicos
afectando la solubilidad y carga de los aminoacidos de las proteinas [Marshall, 1997] y
principalmente afectan la velocidad de reaccion [Marshall, 1997; D’Amico et al., 2002;
Hoyoux et al., 2004]. Desde un punto de vista fisicoquimico, relacionando la velocidad
= Ae %R, i

de reaccion con la temperatura a través de la ecuacion de Arrhenius (k

cat
se comparan las reacciones que ocurren en un organismo mesofilo a 37°C versus un
organismo que habita a 0°C, las velocidades de reaccion disminuirian 16 a 80 veces en
ausencia de mecanismos compensatorios [Arpigny et al., 1997; Feller y Gerday, 1997,
Lonhienne et al., 2000].

Se ha observado que las enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas

presentan las siguientes caracteristicas: (i) alta eficiencia catalitica (k. /K,), las

cat
enzimas extracelulares que trabajan a concentraciones saturantes de sustrato tienden a

aumentar su Kk en cambio, las enzimas intracelulares que enfrentan bajas

cat ?

concentraciones de sustrato tienden a disminuir K [Gianese et al., 2001; Zecchinon et

al., 2001; D’Amico et al., 2002; Hoyoux et al., 2004], (ii) temperaturas Optimas
desplazadas a bajas temperaturas [Russell, 2000; Zecchinon et al., 2001; Feller y
Gerday, 2003] v (iii) termolabilidad a temperaturas moderadas (20-60°C) [Gerday et al.,

1997; Russell, 2000; Zecchinon et al., 2001; Feller y Gerday, 2003].



Una de las teorias mas ampliamente difundida y documentada que trata de
explicar la adaptacion/actividad de las enzimas a bajas temperaturas, propone la
interrelacion actividad-estabilidad-flexibilidad. Esta teoria se basa principalmente en
observaciones obtenidas de alineamientos maultiples de secuencias aminoacidicas de
enzimas de organismos adaptados a diferentes temperaturas, en el analisis
termodinadmico del plegamiento de las proteinas en funcion de la temperatura y en
estudios de evolucién dirigida. Y propone que para alcanzar tal objetivo, estas enzimas
presentan modificaciones estructurales respecto de sus equivalentes mesofilos, de forma
de disminuir el nimero de interacciones intrapeptidicas que deben romperse durante la
catalisis, proporciondndoles una estructura mas flexible en aquellas regiones
involucradas con los cambios conformacionales durante la catalisis y manteniendo una
estructura rigida en aquellas regiones no relacionadas con el proceso catalitico
[Marshall, 1997; Lonhienne et al., 2000; Feller y Gerday, 2003; Georlette et al., 2004].
Estas modificaciones que regulan la flexibilidad/rigidez, involucran diferentes niveles de
la estructura proteica (e.g., el empaque local de la cadena polipeptidica, los elementos
secundarios y supersecundarios, dominios y subunidades). Diversos estudios indican que
la flexibilidad se alcanzaria por un menor contenido de residuos de prolina y arginina
que participan en la formacién de pares idnicos, un mayor contenido de residuos de
glicina en los dominios funcionales, una disminucion del numero de puentes de
hidrégeno y de interacciones aromaticas, una mayor superficie hidrofilica y la
mantencion de las interacciones carga-dipolo en las hélices a [Arpigny et al., 1997
Feller y Gerday, 1997; Marshall, 1997; Gerday et al., 2000; Feller y Gerday, 2003;

Georlette et al., 2004].



Sin embargo, no todas las enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas
disponen de estos ajustes [Vajda, 1999; Russell, 2000]. Se ha reportado por ejemplo, que
la enzima citrato sintetasa de Arthrobacter sp. DS2-3R no presenta diferencias en el
contenido de aminoacidos cargados ni en el de residuos de prolina respecto de sus
homologos mesofilos [Gerike et al., 1997; Russell, 2000]. En el caso de la enzima
triosa-fosfato isomerasa de Vibrio marinus, ésta presenta un mayor nimero de puentes
de hidrégeno que sus respectivos homélogos mesofilos [Russell, 2000]. En estudios de
evolucidn dirigida de subtilisina SSII del organismo mesofilo Bacillus sphaericus, sélo
cuatro sustituciones aminoacidicas permitieron obtener una enzima mutante con 10
veces mayor actividad a 10°C que su predecesor, sin embargo, ninguna de las
sustituciones se observO en subtilisinas adaptadas al frio [Wintrode et al., 2000].
Respecto de la estabilidad de las enzimas activas/adaptadas al frio, la reduccion de la
hidrofobicidad observada podria interpretarse en el sentido que el efecto hidrofébico no
es favorecido a bajas temperaturas, por lo que presentaria una baja utilidad en la
estabilizacion intramolecular a bajas temperaturas [Fields, 2001]. La correlacion entre la
estabilidad y la actividad ha sido examinada en diferentes estudios, sin embargo, algunos
estudios han establecido que la correlacion no es tan clara, por ejemplo, en estudios de
mutagénesis sitio-dirigida sobre subtilisina de Bacillus sp. TA39 de origen antartico, se
logro inesperadamente incrementar la estabilidad de la proteina sin afectar su actividad a
bajas temperaturas [Feller et al., 1996; Narinx et al., 1997; Lonhienne et al., 2000]. Por
otra parte, estudios sobre la flexibilidad de las enzimas criofilicas utilizando el método
de intercambio hidrégeno-deuterio han fallado en demostrar la mayor flexibilidad de
estas enzimas respecto de enzimas adaptadas a diferentes condiciones de temperatura

[Feller y Gerday, 1997; Fields, 2001; Zecchinon et al., 2001]. De igual forma los



estudios de dinamica molecular no muestran diferencias significativas de flexibilidad
entre enzimas adaptadas a diferentes temperaturas [Gerday et al., 1997].
Adicionalmente, se ha sefialado que los analisis de secuencias aminoacidicas de enzimas
adaptadas a diferentes temperaturas no han utilizado secuencias de ortologos que
permitan distinguir eficientemente las sustituciones reales producto de la adaptacion a
bajas temperaturas del ruido filogenético, producto de la deriva genética [Sheridan et al.,
2000; Fields, 2001]. Recientemente se ha descrito que la regulacion intracelular de los
niveles de algunos metabolitos, denominados factores extrinsecos o sustratos
estabilizadores (e.g., 2,3-difosfoglicerato, o-manosilglicerato, derivados de mio-
inositolfosfato y iones inorgénicos), podria regular la estabilidad de las proteinas en
funcioén de la temperatura de acuerdo a los requerimientos celulares [Fields, 2001].

Al parecer cada proteina o familia de proteinas utiliza uno o varios ajustes

estructurales para adaptarse al frio [Russell, 2000; Fields, 2001; Hoyoux et al., 2004].

Aplicaciones industriales:

Las caracteristicas de las enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas, como
la alta eficiencia catalitica a bajas temperaturas, la especificidad y menor estabilidad
térmica, las convierten en candidatos para el desarrollo de productos con potencial
biotecnolégico para diversas actividades industriales [Marshall, 1997; Gerday et al.,
2000; Cavicchioli et al., 2002; Gomes y Steiner, 2004]. Entre las principales
aplicaciones industriales destacan:

o Industria de detergentes: la utilizacion de enzimas criofilicas como aditivos en
detergentes reduciria el consumo energético (lavado a temperatura ambiental).

Serian adecuados candidatos enzimaticos proteasas, lipasas, amilasas y celulasas.



Industria textil: las enzimas criofilicas serian Utiles en procesos como pulido
biolégico o biopulido (“biopolishing”), descoloracion mediante lavado (“stone-
washing”) y en el desarrollo de productos desmotantes (“antipilling”, e.g.,
celulasas).

Industria de alimentos: las enzimas criofilicas serian de gran utilidad en la
industria de lacteos (e.g., B-galactosidasa reduciria el contenido de lactosa), en la
industria de jugos (e.g., pectinasas), en la industria de las carnes (e.g., proteasas),
en la industria cervecera y vinicola, en la industria de quesos (e.g., lipasas), etc.
Industria biotecnoldgica: las enzimas criofilicas serian adecuadas para procesos de
biorremediacion en lugares que presentan variaciones estacionales de temperatura.
La eficiente inactivacién por temperatura permitiria su uso en productos para
biologia molecular, como por ejemplo, fosfatasa alcalina y T4-DNA ligasa.
Industria quimica: las enzimas criofilicas serian adecuadas para procesos que
involucran reactivos y productos sensibles a temperatura.

Industria farmacéutica: las enzimas criofilicas, como las proteasas, serian
adecuadas para su utilizacion en preparaciones para la limpieza de heridas
externas, debido a que la piel esta expuesta a variaciones de temperatura, y que,

ademas, es menor a la temperatura corporal.



Fuentes de enzimas criofilicas:

Dependiendo de la relacion espacio-temporal de los organismos adaptados a las
bajas temperaturas, psicrofilos o criofilos, con sus ambientes frios, se puede distinguir
entre psicrofilos estenotermos y psicrofilos euritermos. Los psicrofilos estenotermos,
corresponden a aquellos organismos que sélo pueden crecer dentro de un estrecho rango
de temperaturas, y que corresponden a psicrofilos verdaderos u obligados, los que
presentan una adaptacién generalizada de sus funciones a bajas temperaturas. Los
psicréfilos euritermos, son aquellos organismos que pueden crecer en un rango amplio
de temperaturas. Corresponden a psicréfilos facultativos (psicrotolerantes y
psicrétrofos), organismos que pueden tolerar importantes variaciones de temperaturas y
que presentan adaptaciones a las bajas temperaturas en sus funciones claves [Feller y
Gerday, 1997; Gerday et al., 2000; Feller y Gerday, 2003].

La obtencién de enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas tiene como
fuente aquellos organismos tanto psicréfilos estenotermos como euritermos (psicréfilos
verdaderos y psicrotrofos). A pesar de la diversidad de especies que habitan las zonas
frias, la busqueda de estos organismos involucra expediciones a regiones extremas de
dificil acceso y su posterior seleccion en el laboratorio, donde resulta dificil reproducir
las condiciones de crecimiento, ademas de su lento crecimiento (e.g., el tiempo de
generacion bacteriano puede ser del orden de 2 a 10 h) [Arpigny et al., 1997]. Por lo que
los organismos psicréfilos resultan en general de dificil acceso, sin embargo, uno de los
pocos organismos psicréfilos que se encuentra accesible es el krill antartico, razon por la

cual es uno de los organismos psicréfilos méas estudiados.



Descripcion del krill:

El krill (orden Euphausiacea) es uno de los animales marinos mas abundantes. El
género Euphausia da cuenta de 31 especies de 85 conocidas de Euphausiacea, e incluye
dos de las especies de krill mas abundantes e importantes econémicamente, Euphausia
superba y Euphausia pacifica. El género Euphausia comprende 9 especies de
distribucion circumglobal [Jarman et al., 2000]. En las aguas antarticas existen alrededor
de 7 especies, siendo el krill antartico o Euphausia superba Dana la especie dominante
[Jarman et al., 2000].

El krill antéartico (Figura 1) corresponde a un pequefio crustaceo que semeja un
camardn que presenta una caracteristica coloracion rosada. El krill antartico puede
alcanzar un tamafio de 6 cm y un peso promedio de 0,57 g. El krill es el principal
constituyente del zooplancton y representa la mayor fuente alimenticia para ballenas,
pinguinos y otras aves marinas. El krill es esencialmente herbivoro (alimentandose de
fitoplancton o de pequefias algas), aunque eventualmente puede tornarse carnivoro
(alimentandose de zooplancton). Vive en grupos o cardimenes que pueden alcanzar
grandes densidades de individuos, cada grupo estaria constituido por individuos de una

misma edad (i.e., juveniles, adultos) [Hamner et al., 1983].
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Figura 1. Anatomia del krill antartico. En el dibujo se sefialan las principales partes
y/o estructuras de la anatomia externa del krill. Se destaca de la anatomia interna los
organos del sistema digestivo.

La composicion bioquimica del krill aun se encuentra bajo investigacion, sin
embargo, diferentes trabajos han establecido que el contenido lipidico del krill antartico
varia estacionalmente, y ademas varia entre sexos, el grado de desarrollo y los diferentes
cardimenes [Virtue et al., 1993; Cripps y Atkinson, 2000; Mayzaud et al., 2000]. El
contenido lipidico esta dado principalmente por lipidos polares (fosfolipidos y
glicolipidos) y lipidos neutros (triacilgliceroles) [Saether et al., 1986; Virtue et al., 1993;
Falk-Petersen et al., 2000]. El principal rol de los lipidos neutros seria como fuente
energética, aunque también se ha descrito que participarian en la regulacién de la

flotacion [Saether et al., 1986; Falk-Petersen et al., 2000].
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El krill antartico dispone de diferentes adaptaciones que le permiten subsistir en
el ambiente antartico. Durante los periodos de inanicion puede producir un nuevo
exoesqueleto de menor tamafio y “compactarse”, utilizando su antiguo exoesqueleto
como fuente de proteinas [Peters et al., 1998; Buchholz y Saborowski, 2000].
Adicionalmente, durante los periodos de inanicién se ha observado que la actividad
enzimatica digestiva se encuentra disminuida en el estdbmago, sin embargo, en el
hepatopancreas se encuentra aumentada probablemente como reserva digestiva
inmediatamente disponible para aquellos breves periodos de disponibilidad de alimentos
[Buchholz y Saborowski, 2000]. Desde el punto de vista de proteccion frente a la
radiacion solar, los aminoacidos tipo micosporina presentes en sus tejidos, derivados del
consumo de algas, absorberian la luz UV y participarian en la prevenciéon del dafio
celular [Newman et al., 2000]. También se ha descrito que el krill antartico presentaria
una alta capacidad de reparacion de su DNA [Jarman et al., 1999]. Respecto de la
adaptacion al frio, el consumo de &cidos grasos poli-insaturados aportados por la ingesta
de fitoplancton proveeria de los &cidos grasos estructurales insaturados necesarios para
la adecuada mantencion de la fluidez de las membranas celulares [Mayzaud et al.,
2000].

Desde el punto de vista comercial, la captura anual de krill antartico asciende a
varios cientos de toneladas por afio, cuyo principal destino es la industria de alimentos
para peces y animales. La captura y posterior procesamiento del krill se ve limitado por
la rdpida degradacion, producto de la accion de las enzimas digestivas [Nicol y Endo,
1997] y también por la remocion del exoesqueleto debido a su alto contenido en flaor
que puede resultar toxico [Nicol y Endo, 1997; Sands et al., 1998]. Entre los principales

productos se encuentran los precipitados autoproteoliticos (para uso como colorantes y
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saborizantes, los pigmentos del krill son responsables del color rosado de la carne de los
salmones), concentrado de krill (para diferentes usos en el area de la salud humana,
debido al alto contenido de oligoelementos, antioxidantes y acidos grasos omega-3),
hidrolizado de krill (para la industria de alimentos y acuicultura), etc. [Nicol y Endo,
1997]. En algunas regiones de Japon, parte de los productos obtenidos de krill son

utilizados para el consumo humano como una fuente alimenticia rica en proteinas.

Krill, fuente de enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas:

La observacion de la rapida degradacion del krill durante su captura si no era
congelado inmediatamente, fue reforzada posteriormente por diversos estudios que
sefialaron como responsables de la degradacion o autdlisis a enzimas del tracto digestivo
[Osnes y Mohr, 1985; Turkiewics et al., 1985; Turkiewics et al., 1986; Ellingsen y
Mohr, 1987; Sjodahl et al., 2002]. Esto sumado a estudios sobre el comportamiento
alimenticio del krill, que demostraron que la dieta consumida (fitoplancton y
nanoplancton, ricos en proteinas, lipidos y carbohidratos) era rapidamente digerida a
bajas temperaturas [Ellingsen y Mohr, 1987; Saborowski y Buchholz, 1999; Buchholz y
Saborowski, 2000; Meyer et al., 2002], lo cual indicaba la presencia de enzimas
digestivas altamente activas.

Estas observaciones han servido de base para investigaciones de identificacion de
las actividades enziméticas presentes en el krill, detectandose actividades proteasas, -
glucanasas, celulasas, xilanasas, a- y B-glicosidasas [Turkiewics et al., 1985; Turkiewics
et al., 1986], etc. En el Centro de Ingenieria Bioquimica y Biotecnologia, CIByB, los
estudios conducidos sobre actividades enzimaticas presentes en el krill han detectado

actividad proteasa (tripsina, aminopeptidasa, carboxipeptidasa) y lipasa [Salamanca,
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2002; Gutiérrez, 2003; Barria, 2004]. Se ha purificado una enzima con actividad tripsina
y su caracterizacion ha indicado que es una enzima adaptada/activa a bajas temperaturas
[Salamanca et al., 2002; Salamanca, 2002; Galvez, 2002]. La continuacion de la linea de
investigacion sobre la adaptacion/actividad a bajas temperaturas se centrard en las

lipasas.

Enzimas lipoliticas
Caracteristicas:

Las enzimas lipoliticas estan involucradas en la “degradaciéon” de lipidos y por
tanto, son importantes tanto en la movilizacién de lipidos intracelulares como en la
transferencia de lipidos interorganismos. Las enzimas lipoliticas comprenden esterasas,
cutinasas y lipasas [Manco et al., 1998; Pleiss et al., 1998; Fojan et al., 2000; Svendsen,
2000; Fischer y Pleiss, 2003].

Las lipasas son enzimas que en condiciones acuosas actlan sobre los enlaces
carboxilésteres presentes en sus sustratos triacilgliceroles para liberar acidos grasos,
diacilgliceroles, monoacilgliceroles y glicerol [Jaeger et al., 1993; Beisson et al., 2000;
Villenueve et al., 2000]. Los sustratos naturales son aquellos triacilgliceroles de cadena
larga, que tienen baja solubilidad en agua, por lo que la reaccién es catalizada en una
interfaz lipido-agua, donde los sustratos lipidicos usualmente se encuentran en equilibrio
entre los estados monoméricos, micelar y emulsionado. En condiciones micro-acuosas,
las lipasas poseen la capacidad Unica de catalizar la reaccion inversa, esto es, la
esterificacion. Ademas de su actividad, las lipasas poseen actividad esterasa y por tanto
tienen un amplio rango de sustratos, aunque son catalizadores altamente especificos en

un sentido quimio, regio y enantioselectivo [Gupta et al., 2004]. Se consideran sustratos
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para lipasas aquellos con un largo de cadena acilo > 10 atomos de carbono y para
esterasas aquellos con un largo de cadena < 10 atomos de carbono [Haas et al., 1992;
Jaeger et al., 1999; Svendsen, 2000].

Aunque se ha sefialado la baja similitud entre las secuencias aminoacidicas de las
lipasas [Cygler et al., 1993; Jaeger et al., 1994; Jaeger et al., 1999; Pleiss et al., 2000],
estas comparten una misma estructura de plegamiento denominada o/p-hidrolasa. Este
plegamiento es compartido entre las demas enzimas lipoliticas (esterasas y cutinasas),
como también por enzimas tan diversas como haloalcano deshalogenasas,
acetilcolinesterasas, dienolactona hidrolasas, serina peptidasas y a-amilasas, etc. [Jaeger
et al., 1999; Gupta et al., 2004].

El plegamiento o/p-hidrolasa (Figura 2) consiste de 8 ldminas B centrales
dispuestas en forma paralela a excepcion de la segunda lamina B (Iamina B2) dispuesta
en sentido antiparalelo. Las ldminas B3 a p8 estan conectadas por hélices a que rodean el
sistema de ld&minas B centrales. Las Idminas p conforman una estructura semicilindrica.
Las lipasas se diferencian en la posicion de las hélices o, como también en los loops que
entran en contacto con el sustrato [Jaeger et al., 1999; Nardini y Dijkstra, 1999]. El sitio
activo esta constituido por una triada altamente conservada: un nucleéfilo (serina,
cisteina o aspartato) ubicado posterior a la lamina 5, un grupo acido (aspartato o
glutamato) situado generalmente a continuacion de la ldmina B7 y una histidina
altamente conservada ubicada a continuacion de la Gltima lamina . Asociado al sitio
activo se encuentra la cavidad oxianiénica formada por parte de la cadena polipeptidica,
especificamente un residuo situado en la region N-terminal (entre l&mina B3 y hélice

aA) y un residuo en la region C-terminal proximo al residuo nucleofilico catalitico
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[Jaeger et al., 1999; Nardini y Dijkstra, 1999; Pleiss et al., 2000]. El residuo de la
cavidad oxianionica proximo al nucleofilo se encuentra estructuralmente conservado y
puede formar parte de dos secuencias consenso: Gli-X y Gli-Gli-Gli-X [Pleiss et al.,
2000], originando dos tipos de cavidades oxianionicas. El residuo nucleofilico del sitio
activo esta ubicado en un loop entre la lamina B5 y la hélice aC denominado “codo
catalitico”. El codo catalitico es identificado por la secuencia consenso Sm-X-Nu-X-Sm,
donde Sm corresponde a un aminoacido pequefio, X a cualquier residuo y Nu al
nucledfilo [Nardini y Dijkstra, 1999]. Si la serina forma parte del sitio activo, se presenta
como parte de la secuencia consenso Gli-X-Ser-X-Gli [Jaeger et al., 1999]. Algunas
lipasas disponen estructuras adicionales que consisten en una o dos hélices a cortas
unidas al cuerpo de la lipasa por elementos estructurales moviles y que constituyen
“tapas”, las que restringen el acceso al sitio activo [Nardini y Dijkstra, 1999; Beisson et
al., 2000; Pleiss et al., 2000]. Adicionalmente, el sitio activo consta de tres hendiduras o
bolsillos que acomodan las cadenas acilos de los sustratos triacilgliceroles (denominadas
sn-1, sn-2 y sn-3). El carécter hidrofobico y el tamafio de los bolsillos determinaria la
preferencia de sustrato, incluyendo la enantioselectividad [Pleiss et al., 1998; Jaeger et

al., 1999].
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Figura 2. Diagrama del plegamiento o/p-hidrolasa. Las hélices a y las Iaminas p estan
representadas por los cilindros y flechas, respectivamente. La ubicacion topoldgica de
los residuos del sitio activo esta sefialada por circulos. Las lineas discontinuas indican la
localizacion de posibles inserciones.

El mecanismo catalitico es esencialmente el mismo, tanto para lipasas como
esterasas (Figura 3). En un primer paso, el sustrato interactta con el residuo nucleofilico
del sitio activo, formandose un intermediario tetraédrico, que es estabilizado por los
residuos de la cavidad oxianionica, la histidina y el residuo &cido del sitio activo. La
transferencia de proton por parte de la histidina produce la liberacion de alcohol y la
formacion de un intermediario covalente. Posteriormente, el ataque de un nucleéfilo
(agua en reaccidn de hidrdlisis, alcohol o éster en reaccion de trans-esterificacion) forma
nuevamente un intermediario tetraédrico. Finalmente, la transferencia de proton lleva a

la formacién de producto (un acido o un éster) y a la regeneracion de la enzima [Jaeger

et al., 1999; Bornscheuer, 2002].
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Figura 3. Mecanismo catalitico de las lipasas. En el esquema se indican los pasos
involucrados en la catalisis enzimatica de las lipasas: union del sustrato, formacion del
intermediario tetraédrico, formacién de intermediario covalente, formacion de
intermediario tetraédrico y liberacion del producto final y regeneracion del catalizador.
La reaccion catalizada puede corresponder a hidrélisis (si R3-OH es agua) o a
esterificacion (si R3-OH es un alcohol o éster).

Una caracteristica notable de las lipasas es su comportamiento cinético cuando la
concentracion del sustrato (inicialmente en estado monomérico) sobrepasa su solubilidad

(concentracion micelar critica) formando micelas o emulsion, observandose un

considerable aumento de la actividad enziméatica, fendbmeno denominado activacion
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interfacial [Derewenda et al., 1992; Jaeger et al., 1999; Brzozowski et al., 2000]. Este
comportamiento se ha utilizado para diferenciar las lipasas de otras enzimas lipoliticas,
sin embargo, parece ser un fenomeno no siempre observado y dependiente del sustrato

[Verger, 1997].

Lipasas, aplicaciones industriales:

Las caracteristicas de las lipasas, como la hidrdlisis y sintesis de enlaces ésteres,

las diferentes preferencias de sustratos, las distintas especificidades regio y

enantioselectivas, les permiten tener un amplio espectro de aplicaciones industriales

[Macrae, 1983; Gennaro, 1998; Pandey et al., 1999; Sharma et al., 2001; Bornscheuer,

2002; Jaeger y Eggert, 2002]. Entre sus principales aplicaciones se encuentran:

o Industria de detergentes: la actividad lipolitica se utiliza para la hidrdlisis de
aceites en la produccion de jabones, obteniéndose productos de mejor calidad.
También las lipasas se pueden incorporar como aditivos en las formulaciones de
detergentes.

o Industria de alimentos: la capacidad de interesterificacion de las lipasas se utiliza
en el mejoramiento de las propiedades fisicas de quesos y mantequillas.

o Industria farmacéutica: la actividad de esterificacion se utiliza en la resolucion de
mezclas racémicas en la sintesis de productos farmacéuticos como en la sintesis de
naproxeno, precursores de inhibidores de elastasa, ibuprofeno, antibiéticos como
indolmicina, agentes antidiabéticos y antioxidantes, etc. La actividad lipolitica
también se utiliza en la preparacion de productos cosméticos. Ademas, la actividad

lipolitica se puede utilizar directamente como parte de sistemas comerciales para
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el diagndstico de triacilgliceroles sanguineos y también como farmaco para

personas con disfuncion pancreatica o malabsorcion secundaria.

Lipasas criofilicas de krill antartico: un nuevo proyecto biotecnol6gico

Desde el punto de vista de ciencia basica esta tesis doctoral representa uno de los
pocos trabajos existentes en la literatura sobre la purificacion y caracterizacion de
enzimas lipoliticas de crustaceos, y en particular de krill antartico Euphausia superba
Dana. Adicionalmente, el krill antartico ofrece la posibilidad de estudiar enzimas
lipoliticas potencialmente adaptadas/activas a bajas temperaturas, de las que en la
actualidad existen pocas descritas en la literatura.

Desde el punto de vista de ciencia aplicada, esta tesis doctoral evaluara el
comportamiento de las enzimas lipoliticas de krill antartico bajo distintas condiciones

que indicarian potenciales aplicaciones biotecnoldgicas.
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HIPOTESIS
“El krill antartico Euphausia superba Dana posee enzimas lipoliticas adaptadas al frio,

capaces de actuar in vitro a bajas temperaturas”.

OBJETIVOS
General
Determinar las caracteristicas de las enzimas lipoliticas purificadas de krill antartico

Euphausia superba Dana que permiten su actividad/adaptacién a bajas temperaturas.

Especificos

1.  Separacién y obtencién de enzimas lipoliticas de krill antartico.

o Determinacion de los ensayos enzimaticos para la deteccion de actividad lipolitica
y actividad lipasa.

o Evaluacion de los procedimientos de autolisis y homogenizacion para la
preparacion del extracto krill.

o Caracterizacion preliminar de las enzimas lipoliticas presentes en el extracto de
krill.

o Separacion y obtencién de enzimas lipoliticas purificadas mediante cromatografia

y electroforesis.
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Determinacion de las caracteristicas bioguimicas y fisicoquimicas de las enzimas
lipoliticas purificadas de krill.

Determinacion de las propiedades fisicoquimicas (masa molecular y punto
isoeléctrico) de las enzimas lipoliticas purificadas utilizando técnicas
cromatograficas y electroforéticas.

Caracterizacion biogquimica de las enzimas lipoliticas purificadas en base a su
actividad, estudios sobre el efecto de la temperatura y pH. Determinacion de la

energia de activacion de las enzimas lipoliticas purificadas de krill.

Secuenciacion y andlisis de las secuencias de las enzimas lipoliticas de Kkrill
antartico.

Anédlisis preliminar de las secuencias aminoacidicas de enzimas lipoliticas de
eucariontes: dominios y familias de lipasas.

Disefio de partidores para la amplificacion de probables genes de enzimas
lipoliticas de krill.

Determinacion y analisis de las secuencias aminoacidicas/nucleotidicas de enzimas

lipoliticas de krill.
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DISENO EXPERIMENTAL

A continuacion se describe brevemente la estrategia experimental utilizada para

la realizacion de los objetivos propuestos (Figura 4).

El objetivo especifico 1 contemplé la identificacion de la actividad lipolitica
presente en el extracto enzimatico y su caracterizacion para utilizarlo como referencia en
las posteriores etapas de purificacion. Para ello se estudi6 las ventajas y desventajas de
la preparacién del extracto enzimatico mediante aut6lisis u homogenizacion. Se examino
el efecto de la remocion de lipidos y pigmentos contaminantes en la preparacion del
extracto enzimatico. De igual forma se examind el efecto de la precipitacion con sulfato
de amonio en intervalos de corte de 10% de saturacion sobre la preparacién del extracto
enzimatico, de modo de facilitar la posterior separacién de las enzimas lipoliticas. Se
realizaron diferentes electroforesis para identificar el nimero de enzimas presentes con
actividad lipolitica y algunas de sus propiedades como masa molecular y punto
isoeléctrico, propiedades que pueden ayudar en su posterior purificacion. Se realizaron
diferentes separaciones cromatograficas para establecer la mejor combinacion de
cromatografias para la purificacion de las enzimas lipoliticas presentes en el extracto de

krill antartico.

El objetivo especifico 2 contemplé la determinacion de las caracteristicas

fisicoquimicas y bioquimicas de las enzimas lipoliticas. Se determin6 la masa molecular

y punto isoeléctrico para las enzimas lipoliticas purificadas (propiedades
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fisicoquimicas). Se estudid las propiedades bioquimicas como el efecto del pH o

temperatura sobre la actividad lipolitica de las enzimas purificadas.

El tercer objetivo contempld la secuenciacion de enzimas lipoliticas de krill
antartico. A la estrategia inicial de obtencion de las secuencias parciales a partir de las
enzimas lipoliticas purificadas, se consideré el trabajo complementario de identificacion
de probables genes de enzimas lipoliticas en base al anlisis preliminar de las secuencias
aminoacidicas de enzimas lipoliticas de eucariontes que permitio el disefio de un
conjunto de partidores especificos para la deteccion y amplificacion de enzimas

lipoliticas.
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MATERIALES Y METODOS

Espécimen (krill antartico)

Las muestras de krill utilizadas fueron proporcionadas por la empresa japonesa
pesquera Hiromatsu Kyn Fishery Co., Ltd. Los especimenes capturados se congelaron a
-40°C hasta su traslado al Centro de Ingenieria Bioquimica y Biotecnologia CIByB,

donde se almacenaron a -80°C.

Preparacion del extracto de krill mediante autolisis

Para la preparacion estandar de extracto mediante autdlisis (autolisado), la
muestra se sometié a autodegradacion espontanea a 20°C durante 48 h. Posteriormente,
el autolisado se filtrd a través de gasa. Después se centrifug6 a 18.000 rpm durante 1 h a
4°C (centrifuga Sorvall RC-28S y rotor F-28/50 Sorvall, DuPont Co., DE-USA). El
sobrenadante obtenido se deslipidizé mediante filtracion escalonada a través de filtros
con tamafio de poro desde 10 a 0,2 um y se desalinizé por filtracién en una columna
PD10 empacada con Bio-Gel P (Bio-Rad Laboratories, CA-USA) [Salamanca, 2002;
Salamanca et al., 2002].

Para los estudios del efecto de la temperatura y del tiempo en el proceso de
autolisis, la muestra se sometié a autodegradacién espontanea a tres diferentes
temperaturas (5, 20 y 40°C) y durante diferentes tiempos (3, 6, 12, 24, 48y 72 h).

Para el fraccionamiento por medio de precipitacion con sulfato de amonio, se
agrego la sal en intervalos de 10% de saturacion sobre autolisado filtrado y se incubo
bajo agitacion continua durante 30 min a 4°C [Bollag et al., 1996]. Luego se centrifugd a

18.000 rpm durante 30 min a 4°C. Las pellas se resuspendieron en tampdn Tris/HCI 20
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mM pH 8, las que posteriormente se deslipidizaron mediante filtracion escalonada a
través de filtros con tamario de poro entre 10 a 0,2 um y se desalinizaron por filtracion

en columnas PD10 empacada con Bio-Gel P.

Preparacion del extracto de krill mediante homogenizacién

Para la preparacion estdndar de extracto enzimatico de krill, las muestras se
prepararon por homogenizacion durante 1 min a 8.300 rpm a 4°C (homogenizador
Omni-Mixer, Omni International, CT-USA) en agua destilada en una proporcion de 0,32
g krill/mL [Turkiewics et al., 1985; Turkiewics et al., 1986]. A continuacion se
centrifugd a 5.000g durante 20 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-28S vy rotor F-28/50
Sorvall, DuPont Co., DE-USA) [Turkiewics et al., 1985; Turkiewics et al., 1986].
Posteriormente se deslipidizd6 mediante filtracion escalonada a través de filtros con
tamafio de poro entre 10 y 0,2 um y se desalinizé por filtracion en una columna PD10
empacada con Bio-Gel P.

Para la determinacion del efecto del pH sobre el proceso de homogenizacion se
prepar6 dos tampones para cada pH en el intervalo de pH 6-10: citrato de sodio pH 6,
fosfato de sodio pH 6, Tris/HCI pH 7, fosfato de sodio pH 7, Tris/HCI pH 8, fosfato de
sodio pH 8, Tris/HCI pH 9, glicina/NaOH pH 9, carbonato de sodio pH 10 y
glicina/NaOH pH 10. Los tampones se prepararon a una concentracion de 20 mM. Las
muestras se homogenizaron en cada tampdn segln la proporcion 0,32 g krill/mL durante
1 min a 8.300 rpm a 4°C.

Para los estudios del efecto del tiempo, las muestras se homogenizaron durante

15,30segy 1,2y 4 min a 8.300 rpm a 4°C. Para los estudios del efecto de la velocidad,
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las muestras se homogenizaron a 500, 4.400, 8.300, 12.200 y 18.000 rpm durante 1 min

a 4°C.

Separaciones cromatograficas

Las cromatografias de filtracion en gel se realizaron en un equipo FPLC System
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia) utilizando una columna
SigmaChrom GFC100 de 300x7,5 mm (Supelco Inc., PA-USA) a un flujo de 0,5
mL/min. Se utilizé como fase movil Tris/HCI 50 mM que contenia KCI 100 mM pH 7,5
y para la mayoria de los experimentos se colectaron fracciones de 1 mL.

Las cromatografias de enfoque isoeléctrico o cromatoenfoque se realizaron en un
equipo FPLC System empleando una columna Econo-Column de 30x%1,5 cm (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA-USA) empacada con la resina PBE 94 (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Suecia) a un flujo de 1 mL/min. La muestra correspondié a un homogenizado
que se precipitd con sulfato de amonio (100% de saturacién), luego se resuspendié en
tampon imidazol/HCI 25 mM pH 7,4 y se desaliniz6 en columnas PD10 empacadas con
Bio-Gel P utilizando el mismo tampdn. La adsorcion de la proteina se realiz6 utilizando
tampon imidazol/HCI 25 mM pH 7,4 y la elucion se realizd con tampén anfotérico
polybuffer 74/HCI pH 5,0 (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia), generando un
gradiente de pH entre 7 y 5. Se colectaron fracciones de 5 mL.

Las cromatografias de afinidad se realizaron en un equipo BioLogic LP (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA-USA) utilizando una columna Econo-Column de 5x0,5 cm (Bio-
Rad Laboratories Inc., CA-USA) empacada con 1 mL de resina heparina-agarosa
(Sigma-Aldrich Co., MO-USA) a un flujo de 0,5 mL/min. La muestra correspondié a

eluido 1 (ver separacion y obtencion de enzimas lipoliticas purificadas mediante
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cromatografia y electroforesis en resultados). La muestra se aplico utilizando tampon
Tris/HCI 20 mM pH 8 hasta que la absorbancia del eluyente a 280 nm alcanzo la
absorbancia inicial, posteriormente la elucion se realizoé con tampén Tris/HCI 20 mM pH
8 que contenia NaCl 2 M generando un gradiente 0-2 M. Se colectaron fracciones de 1
mL.

Todas las cromatografias se realizaron a temperatura ambiente.

Separaciones electroforéticas

Las separaciones electroforéticas en condiciones desnaturantes se realizaron en
una camara vertical MiniProtean Il (Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA). Las muestras
se prepararon segun Bollag et al., (1996). Brevemente, las muestras se mezclaron en
proporcion 4:1 con tampdn de carga 5X (Tris/HCI 60 mM, glicerol 25% v/v, SDS 2%
p/v, 2-mercaptoetanol 14,4 mM y azul de bromofenol 0,1% p/v pH 6,8), se desnaturaron
por ebullicion durante 5 min y posteriormente se cargaron en geles de acrilamida. Las
electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 200 V (fuentes de poder Power Pac
1000 de Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA o Power Supply EPS 3500XL de
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia). Se utiliz6 tamp6n de corrida Tris-glicina-SDS
(Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% p/v) [Bollag et al., 1996].

Las separaciones electroforéticas nativas se realizaron en una camara vertical
MiniProtean Il. Las muestras se prepararon segun Bollag et al., (1996). Brevemente, las
muestras se mezclaron en proporcién 4:1 con tamp6n de carga 5X (Tris/HCI 312,5 mM,
glicerol 50% v/v y azul de bromofenol 0,05% p/v pH 6,8) y luego se centrifugaron a
10.000g durante 10 min (centrifuga Eppendorf 5403 de Eppendorf AG, Hamburgo,

Alemania) y posteriormente se cargaron en geles de acrilamida. Las electroforesis se
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realizaron bajo voltaje constante de 200 V. Alternativamente, las separaciones
electroforeticas en condiciones nativas se realizaron en una camara vertical Protean 11 xi
(Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA). Las muestras se prepararon segun Bollag et al.,
(1996) y luego se centrifugaron a 10.000g durante 10 min (centrifuga Sorvall RC-28S y
rotor F-28/50 Sorvall, DuPont Co., DE-USA). Posteriormente se cargaron en geles de
acrilamida. Las electroforesis se realizaron bajo un voltaje constante de 200 V para la
region concentradora y bajo una corriente constante de 70 mA para la region separadora.
La electroforesis se realizd a 10°C. En ambos sistemas de electroforesis nativas se utilizo
tampon de corrida Tris-glicina (Tris 25 mM y glicina 192 mM) [Bollag et al., 1996].

Las electroforesis de punto isoeléctrico (isoelectroenfoque) en condiciones
nativas se realizaron en una camara vertical MiniProtean Il. Las muestras se prepararon
segun Robertson et al., (1987). Brevemente, las muestras se mezclaron en proporcion
1:1 con tampdn de carga 2X (glicerol 60% v/v y anfolitos 4% v/v) (anfolitos BioLyte
3/10 de Bio-Rad Laboratories Inc., CA-USA), luego se centrifugaron a 10.000g durante
10 min y posteriormente se cargaron en geles de acrilamida para punto isoeléctrico. Se
utilizé como solucidn catédica NaOH 25 mM y como solucion anddica &cido acético 20
mM. Las electroforesis se realizaron bajo voltaje constante de 200 V durante 1,5 h y 400
V durante 1,5 h. Alternativamente, se utilizd6 un equipo PhastSystem (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia). Las muestras se prepararon mezclando igual
volumen de muestra y tampon de carga 2X, se centrifugaron durante 5 min a 10.000g y
se cargaron en geles de acrilamida para punto isoeléctrico PhastGel IEF 3-9 (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia). Las electroforesis se realizaron siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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Las electroforesis de DNA se realizaron en una cdmara horizontal Horizon-58
(Gibco-BRL Life Technologies, Inc., MA-USA). Las muestras se mezclaron en
proporcion 5:1 con tampon de carga 6X (glicerol 30% p/v y azul de bromofenol 0,25%
p/v) y luego se cargaron en geles de agarosa 1% p/v. Se incluy6 estandar de tamafio 1
kpb DNA ladder (Gibco-BRL Life Technologies, Inc., MA-USA). Las electroforesis se
realizaron bajo voltaje constante de 100 V (fuente de poder Model 500 de BRL Life
Technologies, Inc., MD-USA). Se utiliz6 tampdn de corrida Tris-Acetato-EDTA (Tris
40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1 mM).

Las electroforesis de RNA en condiciones desnaturantes se realizaron en una
camara horizontal Horizon-58. Las muestras se mezclaron en proporcién 5:1 con tampén
de carga 6X (glicerol 30% p/v y azul de bromofenol 0,25% p/v) y luego se cargaron en
geles de agarosa 1,5% p/v que contenian formaldehido 2% v/v y bromuro de etidio 10
mg/mL. Las electroforesis se realizaron durante 1 h a 12 VV/cm (fuente de poder Model
500 de BRL Life Technologies, Inc., MD-USA) en tampon de corrida Tris-Acetato-

EDTA (Tris 40 mM, acetato 20 mM y EDTA 1 mM).

Remocidn de lipidos y pigmentos presentes en los extractos de Kkrill

La extraccion de lipidos y pigmentos se realizd utilizando los procedimientos de
precipitacion de proteinas con &cido tricloroacético, precipitacion de proteinas con
etanol, precipitacion de proteinas con isopropanol, precipitacion de proteinas con
polietilénglicol y extraccion con cloroformo sobre extractos filtrados. Para la
precipitacion con acido tricloroacético, se agregd 100 pL de &cido tricloroacético 100%
p/v por mL de extracto, la precipitacion se realizé durante 30 min a 4°C y bajo agitacion

constante, posteriormente se centrifugd durante 5 min a 10.000g y la pella obtenida se
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resuspendio en tampdn Tris/HCI 20 mM pH 8 [Bollag et al., 1996]. Para la precipitacion
con etanol, se agregd 1 mL de etanol (-20°C) por mL de extracto, la precipitacion se
realizd durante 15 min a 4°C y bajo agitacion constante, luego se centrifugdé a 10.000g
durante 10 min, la pella se resuspendio en dos volimenes equivalentes con tampon
Tris/HClI 20 mM pH 8 frio [Bollag et al., 1996]. Para la precipitacion con
polietilénglicol, se agreg6 1,5 mL de polietilénglicol 6000 50% p/v (-20°C) por mL de
extracto, la precipitacion se realiz6 durante 60 min a 4°C y bajo suave agitacion,
posteriormente se centrifugd durante 10 min a 10.000g, la pella se resuspendié en dos
volumenes equivalentes con tampén Tris/HCI 20 mM pH 8 [Bollag et al., 1996]. En el
caso de la extraccion de contaminantes con cloroformo, los extractos se mezclaron con
cloroformo en razon 1:1, la remocion se realizé durante 1 h a 4°C y bajo vigorosa
agitacion, se centrifugd a 10.000g durante 10 min y finalmente se recuperd la fase

superior [Castro et al., 2000].

Medicion de la actividad lipasa/actividad lipolitica

Para la cuantificacion de la actividad lipasa (largo de cadena acilo > 10 atomos
de carbono) se utiliz6 el siguiente protocolo: para el ensayo estandar se preparé una
solucion stock de p-nitrofenilpalmitato 3 mg/mL (p-NFP) (Sigma-Aldrich, Inc., MO-
USA) en isopropanol y una solucion tampén de ensayo Tris/HCI 20 mM pH 8 que
contiene Triton X-100 4,4 mg/mL y goma ardbica 1,1 mg/mL (Sigma-Aldrich, Inc.,
MO-USA). La solucion sustrato/tampdn se prepard en el momento de realizar el ensayo,
con: 0,875 mL de tampdn de ensayo y 0,025 mL de solucion stock de sustrato. El

tampon de ensayo se calentd a ca. 45°C y se agreg6 el sustrato lentamente bajo continua
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agitacion. Se dej6 enfriar y se utilizé en el ensayo, para lo cual se mezcld 0,9 mL de esta
solucion y 0,1 mL de muestra. La reaccion se sigui6 espectrofotométricamente a 410 nm
(espectrofotometro UV/visible Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech Ltd., Cambridge,
Inglaterra). El ensayo se realizd a 20°C y se utiliz6 como referencia el tampén de
ensayo. El blanco de sustrato se preparé mezclando 0,1 mL de tampén Tris/HCI 20 mM
pH 8 y 0,9 mL de solucidn sustrato/tampon (hidrdlisis no enzimatica), mientras que para
los blancos de muestras se mezcl6 0,1 mL de muestra y 0,9 mL de tampon de ensayo. Se
definio la unidad de actividad lipasa (U) como los pumoles de p-nitrofenilpalmitato
formados por minuto de reaccion. Para la determinacion de la actividad lipolitica (largo
de cadena acilo < 10 atomos de carbono) sobre los sustratos p-nitrofenilbutirato y p-
nitrofenilcaprato (Sigma-Aldrich Co., MO-USA) se siguié el mismo protocolo de
ensayo estandar y registro descrito para la determinacion de la actividad lipasa.

Para la determinacion del efecto del pH sobre la actividad lipasa, se prepararon
los siguientes tampones de ensayo para una concentracion de 20 mM: citrato de sodio
pH 6, Tris/HCI pHs 7-9 y CAPS pH 10 que contenian Triton X-100 4,4 mg/mL y goma
arébica 1,1 mg/mL. Las soluciones sustrato/tampon se prepararon en el momento de
realizar el ensayo segun: 0,875 mL de tampdn de ensayo y 0,025 mL de solucién stock
de p-nitrofenilpalmitato 3 mg/mL preparado en isopropanol. Los ensayos se realizaron a
20°C.

Para la determinacién del efecto de la temperatura sobre la actividad
lipasa/lipolitica, se utilizé el ensayo estandar descrito, excepto que se realizé para las

temperaturas 10, 20, 25, 30, 35, 40 y 50°C.
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Ensayo de actividad lipolitica in situ

Para determinar la actividad enzimatica in situ (en gel), se utiliz6 como sustrato
a-naftilacetato (Sigma-Aldrich, Inc., MO-USA). Se siguié el protocolo descrito por
Brahimi-Horn et al., (1991) con algunas modificaciones, que consistio en solubilizar 75
mg de a-naftilacetato en una mezcla de 4,7 mL de acetona y 0,3 mL de Triton X-100. La
solucién obtenida se agreg6 lentamente a 100 mL de tampdn Tris/HCI 20 mM pH 8
calentado previamente a 45°C. Posteriormente se agregd 75 mg de Fast Garnet GBC
(Sigma-Aldrich, Inc., MO-USA) a la solucion de sustrato/tampon fria. El gel se lavé 2
veces en tampon Tris/HCI 20 mM pH 8 durante 5 min cada vez y luego se incub6 en la
solucion de sustrato/Fast Garnet GBC/tampdn. Todas las soluciones se prepararon en el

momento de realizar el ensayo.

Renaturacion in situ de proteinas en geles desnaturantes

Para la renaturacion in situ de proteinas después de una separacion electroforética
en condiciones desnaturantes se utilizo el procedimiento descrito por Hou et al., (1999).
Para ello el gel se incub6 dos veces durante 10 min en isopropanol 25% v/v preparado

en tampdn Tris/HCI 20 mM pH 8. Todo el proceso se realiz6 a temperatura ambiente.

Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina para las diferentes muestras se determind mediante
el ensayo de Bradford (1976) con algunas modificaciones. Se mezclé 2,4 mL de agua
destilada, 1,0 mL de Coomassie R-250 1 g/L preparado en acido clorhidrico 2,2% v/v y
0,1 mL de muestra o proteina estandar de calibracion. Se realiz6 una curva de

calibracion con albimina de suero bovino (BSA) 0,5 mg/mL como solucidn patrén para
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la construccion de una curva de calibracion en concentraciones entre 0,03125 y 0,5

mg/mL. Se midio la absorbancia a 465 (Abs, ) y 595 nm (Abs,,. ) y se calculd la razon

Abs,,. /Abs, . El valor obtenido en ausencia de BSA se resto a todas las demas razones
para obtener Abs,,/Abs,. . La curva de calibracion se construy6 graficando

Abs,,, /Abs,,. versus concentracion de BSA.

Tincién de geles con solucion de plata

La visualizacion de proteinas presentes en los geles se realizO mediante el
protocolo de tincion con plata descrito por Morrisey (1981), que consistié en prefijar el
gel en una solucién de metanol 50% v/v y acido acético 10% v/v durante 30 min,
seguido por la incubacion en una solucion de metanol 5% v/v y acido acético 7% v/v
durante 30 min. Luego el gel se fijé en glutaraldehido 10% v/v durante 30 min. El gel se
lavé en agua destilada durante 2 h o toda la noche. Luego se incubé en ditiotreitol 5
pug/mL durante 30 min. A continuacion se incub6 en nitrato de plata 0,1% p/v durante 30
min, se reveld en carbonato de sodio 3% p/v que contenia 50 puL de formaldehido 37%
p/v'y se adicion0 acido citrico 2,3 M para detener el revelado. Posteriormente, el gel se
lavé durante 30 min en agua destilada y a continuacion en carbonato de sodio 0,03% p/v
durante 10 min. Previo a la tincion de geles de punto isoeléctrico, éstos se incubaron
durante 10 min en 4cido tricloroacético 10% v/v y luego se incubaron en &cido
tricloroacético 1% v/v durante toda la noche para remover los anfolitos [Morrisey,

1981].
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La visualizacién de proteinas presentes en los geles PhastGel IEF 3-9
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia) se realiz6 mediante el protocolo

de tincion con plata recomendado por el proveedor.

Determinacion de masa molecular

La determinacion de la masa molecular se realiz6 mediante electroforesis en
condiciones desnaturantes. Para la electroforesis desnaturante se prepar6 un gel de
acrilamida 7% p/v, en el que se cargaron las muestras y el marcador de masa molecular
(marcador de rango amplio 8-175 kDa de Winkler Ltda., Santiago, Chile). Las muestras
se hirvieron previamente y la electroforesis se realizd bajo las condiciones descritas en
separaciones electroforéticas. El gel se sometié a tincion con plata. Posteriormente, el
gel se digitaliz6 (escaner The Simplex DP30M de Compeye Europe BV, Rétterdam,
Holanda) y la imagen obtenida se analiz6 utilizando el programa SigmaGel version 1.0
(Jandel Scientific, CA-USA). Se determind la movilidad electroforética de las proteinas
del marcador de masa molecular, del marcador de avance (azul de bromofenol) y de la
muestra. Se construyd una curva de calibracion del logaritmo en base 10 de la masa

molecular versus la movilidad electroforética relativa (R, ) en base a las proteinas del

marcador utilizado [Bollag et al., 1996].

Para la determinacién preliminar de las masas moleculares de las enzimas
lipoliticas presentes en el extracto preparado mediante autélisis, se utilizaron tres
métodos: electroforesis desnaturante, electroforesis nativa y cromatografia de filtracion

en gel y posterior ensayo de actividad.
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Para la electroforesis desnaturante se preparo un gel de acrilamida 12% p/v en el
que se cargaron los cortes 0-40 y 40-80% de saturacion del extracto obtenido por
autolisis y el marcador de masa molecular (marcador de rango amplio 8-175 kDa de
Winkler Ltda., Santiago, Chile). Las muestras no se hirvieron previamente. La
electroforesis se realizd bajo las condiciones descritas en separaciones electroforéticas.
Al finalizar la electroforesis, el gel se ambienté en tampén Tris/fHCI 20 mM pH 8 y
luego se incubd en 50 mL de p-NFP 13,2 mM [Abramic¢ et al., 1999]. Posteriormente, el
gel se digitaliz6 y la imagen obtenida se analizé utilizando el programa SigmaGel, se
determiné la movilidad electroforética de las proteinas del marcador de masa molecular,
del marcador de avance (azul de bromofenol) y de las bandas de actividad. Los valores

de R, determinados para las bandas de actividad presentes en los diferentes cortes con

sulfato de amonio se interceptaron en la curva de calibracién y se determin6 su masa
molecular [Bollag et al., 1996].

Para la electroforesis nativa se prepararon geles de acrilamida 4, 5, 6, 7, 8 y 10%
p/v en los que se cargd el autolisado y el marcador de masa molecular (sistema
comercial de calibracion para electroforesis LMW de Amersham Pharmacia Biotech
Inc., NJ-USA). Las electroforesis se realizaron bajo las condiciones descritas en la
seccion de separaciones electroforéticas. Al finalizar las electroforesis, se ensayd
actividad lipolitica in situ, incubando los geles en a-naftilacetato [Brahimi-Horn et al.,
1991]. Posteriormente, el gel se digitaliz6 y la imagen obtenida se analizé utilizando el
programa SigmaGel, se determin6 la movilidad electroforética relativa de las proteinas
del marcador de masa molecular y de las bandas de actividad. Se graficd entonces

100 x Log(lOORf) versus concentracion del gel (porcentaje de acrilamida) y se
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determiné el coeficiente de retardo (pendiente de la curva) para cada proteina del
marcador de masa molecular y de las bandas de actividad. Se construy6 una curva de
calibracion del valor negativo del coeficiente de retardo versus masa molecular en base a
las proteinas del marcador utilizado. Los valores negativos de los coeficientes de retardo
determinados para las bandas de actividad presentes se interceptaron en la curva de
calibracion y se determin6 su masa molecular [Bollag et al., 1996].

Alternativamente, las masas moleculares de las proteinas lipoliticas se
determinaron por cromatografia de filtracion en gel en una columna SigmaChrom
GFC100 de 300x7,5 mm (rango de separacion 10-150 kDa). Se determiné el volumen de
elucion para cada proteina del marcador de masa molecular (sistema comercial de
calibracion para filtracion en geles LMW de Amersham Pharmacia Biotech Inc., NJ-
USA) bajo las condiciones descritas en separaciones cromatograficas, con lo cual se
construyo una curva de calibracion del logaritmo en base 10 de la masa molecular versus
el volumen de elucion [Bollag et al., 1996]. Se realizaron cromatografias para los cortes
20-30, 30-40, 40-50 y 50-60% de saturacion con sulfato de amonio del extracto obtenido
por autdlisis. Para las diferentes fracciones se ensayd la actividad sobre p-
nitrofenilpalmitato en placas multipocillos [Abramié¢, comunicacién personal]. El
volumen de elucion de las fracciones activas se interceptd en la curva de calibracion

construida previamente.

Determinacion de punto isoeléctrico
Para la determinacion del punto isoeléctrico de las enzimas lipoliticas purificadas
de krill se realizé isoelectroenfoque en condicion nativa. Las muestras se prepararon

segun Robertson et al. (1987), se cargd el marcador de punto isoeléctrico (sistema
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comercial de calibracién de punto isoeléctrico pH 3-10 de Amersham Pharmacia Biotech
Inc., NJ-USA) y la muestra. La electroforesis se realizé bajo las condiciones descritas en
separaciones electroforéticas. Al finalizar la electroforesis, el gel se sometié a tincion
con plata. Posteriormente, el gel se digitaliz6 y la imagen obtenida se analizé utilizando
el programa SigmaGel. Se determind la distancia de migracion relativa de las proteinas
del marcador de punto isoeléctrico y de la muestra. Se construy0 una curva de
calibracion del punto isoeléctrico pl versus la distancia de migracion relativa para las

proteinas del marcador utilizado [Robertson et al., 1987].

Para la caracterizacion preliminar de los puntos isoeléctricos de las enzimas
lipoliticas de krill se realizd isoelectroenfoque en condicion nativa. Las muestras se
prepararon segun Robertson et al. (1987), se cargd el marcador de punto isoeléctrico y el
autolisado. La electroforesis se realiz6 bajo las condiciones descritas en separaciones
electroforéticas. Al finalizar la electroforesis, se ensay0 in situ la actividad lipolitica,
para lo cual el gel se incubd en a-naftilacetato [Brahimi-Horn et al., 1991]. Los valores
de distancia de migracion relativa determinados para las bandas de actividad presentes
se interceptaron en la curva de calibracion y se determinaron sus puntos isoeléctricos

[Robertson et al., 1987].

Extraccion de RNA total de krill

El material de partida correspondid a intestino medio y seccion constrictiva de
krill antartico congelado a -80°C. Se moli6é 1 g de este material en presencia de ca. 100
mL de nitrogeno liquido. Una vez homogeneizado se agregé 10 mL de Trizol

(Invitrogen Corp., CA-USA), se incub6 durante 5 min a temperatura ambiente y luego se
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centrifugd a 12.000g durante 10 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-28S, DuPont Co.,
DE-USA). Se agregd 2 mL de cloroformo sobre el sobrenadante y se agito
vigorosamente por 30 seg. A continuacion, se incubd durante 3 min a temperatura
ambiente y luego se centrifugd a 10.000g durante 15 min a 4°C. Al sobrenadante se
agregd 2,5 mL de isopropanol y 2,5 mL de solucién salina (citrato de sodio 0,8 M y
NaCl 1,2 M), la mezcla se incub6 por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé a
12.000g por 10 min a 4°C. Al sobrenadante se agregé 10 mL de etanol 75% v/v y se
centrifugd inmediatamente a 7.500g por 5 min. La pella obtenida se secé a 37°C durante
10 min y posteriormente se resuspendié en 0,6 mL de agua estéril libre de RNasa. Se
determinG espectrofotométricamente la concentracion de RNA total. La integridad del

RNA se analiz6 en gel de agarosa 1,5% p/v en condiciones desnaturantes.

Aislamiento de RNA mensajero a partir de RNA total
El aislamiento de mRNA poliA se realiz6 a partir de 100 uL de RNA total 5
ug/uL y se utilizo el sistema comercial Oligotex MRNA Spin-Column (Qiagen Inc., CA-

USA\) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA a partir de RNA de krill se utilizo el sistema comercial
3’ RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (Invitrogen Corp., CA-USA).
Brevemente, se prepar6 la mezcla de 2 uL de RNA total de krill 2,5 ug/uL, 1 pL de
dNTP mix 10 mM, 1 uL de oligo(dT)12.18 0,5 pg/pL y 6 pL de agua-DEPC. La mezcla se
incubo a 65°C durante 5 min y luego se incub6 sobre hielo durante 1 min. Sobre 9 uL de

la mezcla se adiciond 1 pL de la mezcla de reaccion (2 uL de tampon RT 10X, 4 uL de
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MgCl, 25 mM y 2 uL de ditiotreitol 0,1 M). La mezcla resultante se incub6 a 42°C
durante 2 min y se adiciond 1 uL de retrotranscriptasa SuperScript Il RT. La reaccion
enzimatica se incubd durante 50 min a 42°C. Finalmente, la reaccion se detuvo por

incubacién a 70°C por 15 min y luego se enfri6 sobre hielo.

Alternativamente, para la sintesis de cDNA se utilizo el sistema ThermoScript
RT-PCR System (Invitrogen Corp., CA-USA). Brevemente, se mezcl6 1 L de partidor
AP 10 uM, 1 uL de RNA total de krill 2,5 pg/uL 6 9 uL. de MRNA poliA, 2 uL de dNTP
mix 10 mM y agua-DEPC para completar 12 pL. La mezcla se desnaturd a 65°C durante
5 min y luego sobre hielo. Sobre esta mezcla se adicion6 8 uL de la mezcla de reaccion
(4 pL de tampdn sintesis de cDNA 5X, 1 uL de ditiotreitol 0,1 M, 1 uL de RNase OUT
40 U/uL, 1 pL de agua-DEPC y 1 uL de retrotranscriptasa ThermoScript RT 15 U/uL).
La mezcla final se incub6 a 60°C durante 1 h. La reaccion se termind por incubacion a

85°C durante 5 min.

Amplificacion de cDNA blanco

Para la amplificacion de cDNA sintetizado a partir de RNA de krill por medio de
SuperScript Il RT se preparo la siguiente mezcla de reaccién: 5 uL de tampén PCR 10X,
1,5 puL de MgCl; 50 mM, 1 pL de dNTP mix 10 mM, 1 uL de partidor OXF 10 uM, 1
uL de partidor ACR 10 uM, 0,4 uL de Tag-DNA polimerasa 5 U/uL, 2 pL de reaccion
de sintesis de cDNA y 38,1 uL de agua destilada estéril. Para la reaccion de PCR se
utilizo el siguiente programa: 5 ciclos de 1 seg a 94°C, 1 min a 94°C, 1 seg a 37°C, 30

seg a 37°C, 2 min 20 seg a 72°C y 1 min a 72°C; seguido por 35 ciclos de 1 min a 95°C,
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1 min a 50°C y 1 min a 72°C (termociclador PTC-100 de MJ Research Inc., MA-USA)
[Bell et al., 2002].

En el caso de la amplificacion de cDNA sintetizado a partir de RNA de krill por
medio de ThermoScript RT se utilizé el protocolo descrito en el sistema ThermoScript
RT-PCR System. Brevemente, se prepar0 la siguiente mezcla de reaccion: 5 uL de
tampon PCR 10X, 3 puL de MgCl; 25 mM, 1 puL de dNTP mix 10 mM, 1 uL de
partidores disefiados 10 uM, 1 uL de partidor AUAP 10 uM, 0,5 uL de Tag-DNA
polimerasa 5 U/uL, 2 uL de sintesis de cONA 'y 36,5 uL de agua destilada estéril. Para la
amplificacion se utilizé el siguiente programa: 1 ciclo de 3 min a 94°C; seguido por 35

ciclos de 45 seg a 94°C, 30 seg a 55°C y 1 min a 72°C; y 10 min finales a 72°C.

Vectores

El vector pPGEM-T easy (Promega Corp., WI-USA) se utilizé para el clonamiento
de productos PCR. El vector de 3015 pb contiene extremos 3’ protuberantes con
residuos de timidina en cada una de las hebras en el sitio de clonacion, lo que permite la
ligacion de segmentos de DNA obtenidos por PCR que contienen una adenina en el
extremo 3’ de cada hebra, debido a la accién de la Tag-DNA polimerasa. Ademas
contiene un gen de resistencia a ampicilina, regiones promotoras para la RNA
polimerasa T7 y SP6 rodeando la regién de clonamiento multiple, que se encuentra
inserta en la region codificante del a-péptido de la enzima B-galactosidasa. Ademas
contiene las regiones de reconocimiento de los partidores M13 rodeando el sitio de
clonamiento. Cuando se inserta un fragmento de DNA se produce la inactivacién del a-
péptido, por lo que los clones recombinantes no tienen la coloracion azul producto de la

hidrdlisis de X-gal por accion de la B-galactosidasa.
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Reaccion de ligacion

Para la reaccion de ligacién se utiliz6 como inserto los productos PCR obtenidos
con los partidores OXF/ACR vy los productos PCR extraidos y purificados de gel de
agarosa obtenidos con los partidores disefiados. Los insertos se ligaron al vector pGEM-
T easy utilizando la enzima T4-DNA ligasa (Promega Corp., WI-USA), para lo cual se

siguid las instrucciones del proveedor.

Cepas bacterianas

Para los experimentos de ligacion, transformacién y extraccion de plasmidios se
utilizaron las cepas de Escherichia coli BL21 (DE3) (genotipo F* ompT hsdSg (rg” mg)
gal dcm (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 genel) [Studier y Moffat, 1986] y DH5a
(genotipo supE44 AlacU169 (¢p80lacZDM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl)

[Hanahan, 1983].

Transformacién de células competentes

Sobre 20 pL de células electrocompetentes de E. coli BL21 (DE3) o DH5a se
agregd 1 uL de mezcla de ligacion. La electroporacion se realizo en un equipo Cell-
Porator Electroporation System (Gibco-BRL Life Technologies, Inc., MD-USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células transformadas se mezclaron con 1
mL de medio SOC (triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 0,05% pl/v,
KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM vy glucosa 20 mM) y se incubaron a 37°C
durante 1 h y a 200 rpm de agitacién. Luego, se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 miny

se descarto 850 uL de sobrenadante. La pella se resuspendio en el sobrenadante
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remanente y se plaqued sobre placas de agar Luria que contenian ampicilina o
carbenicilina 100 pg/mL y suplementadas con X-gal 30 pug/mL e IPTG 0,3 mM
(concentraciones finales). Las placas de transformacion se incubaron a 37°C durante

toda la noche.

PCR de colonias

El PCR de colonias se realiz6 para corroborar la presencia de inserto en las
colonias blancas seleccionadas como clones positivos. Las colonias blancas
seleccionadas se transfirieron desde la placa de transformacién a placas grillas de agar
Luria con ampicilina 100 pg/mL y a un tubo Eppendorf con 50 pL de agua destilada
estéril. La suspension (tubo Eppendorf) se incubd a 95°C durante 10 min, se tom6 5 uL y
se agregaron sobre 15 uL de mezcla de PCR (2 pL de tampon PCR 10X, 1 uL de MgCl,
25 mM, 1 uL de partidor con sentido, 1 uL de partidor reverso, 0,5 uL de Tag-DNA
polimerasa 5 U/uL y 9,1 uL de agua destilada estéril). La presencia de inserto se
confirmd utilizando los partidores OXF/ACR y los partidores disefiados para los cuales
se utiliz6 los protocolos de PCR descritos en la seccion amplificacion de cDNA.
Adicionalmente, se utilizaron los partidores M13F/M13R y el siguiente programa de
amplificacion: 1 ciclo de 5 min a 94°C, 2 min a 94°C, 30 seg a 50°C y 1 min 30 seg a
72°C; seguido por 22 ciclos de 1 min a 94°C, 30 seg a 55°C, 1 min 30 seg a 72°C; y 1
ciclo final de 5 min a 72°C. Los productos de PCR de colonias se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa 1% p/v.
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Minipreparacion de DNA plasmidial

Para la extraccion de DNA plasmidial de cultivos preparados en 2 mL de caldo
Luria que contenia ampicilina 100 ug/mL que se incubaron durante toda la noche a 37°C
y 200 rpm, se utilizé el sistema QlAprep Spin Miniprep Kit siguiendo las instrucciones

del fabricante (Qiagen Inc., CA-USA).

Determinacion de la pureza y concentracion de DNA y RNA
Se agreg6 5 pL de la muestra de DNA o RNA a 1 mL de agua Milli-Q y se midi6

la absorbancia a 260 nm (ADbs,,) y a 280 nm (Abs,, ). La concentracion se determind
en base a la absorbancia determinada a 260 nm, utilizando las siguientes expresiones:
ug/mL DNA = (Abs,,)x(50 pg/mL)x(factor de dilucion) 6 pg/mL RNA =
(Abs,, )x(40 ng/mL)x(factor de dilucion).

La pureza de las preparaciones de DNA o RNA se determiné en base a la razon

de absorbancias Abs,, /AbS,,, .

Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa
Para la purificacion de DNA a partir de bandas cortadas de gel de agarosa se
utilizé el sistema QIAEX Il Gel Extraction (Qiagen Inc., CA-USA), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. EI DNA se eluyé en agua destilada estéril.

Partidores
En la Tabla 1 se indican la secuencia, funcién y direccion de amplificacion de los

diferentes partidores utilizados en esta tesis.
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Tabla 1. Partidores. Se indica la secuencia, funcion y direccionalidad en la reaccion de
PCR de diferentes partidores utilizados.

Nombre Secuencia (5’-3") Funcion
Sintesis de cDNA

AP GGCCACGCGTCGACTAGTACT 17 (sistema ThermoScript RT-
PCR System)
Amplificacion de cDNA

AUAP  GGCCACGCGTCGACTAGTAC (sistema ThermoScript RT-
PCR System)

M13F GTTTTCCCAGTCACGAC Amplificaci_c')n de inserto_ en
vector (partidor con sentido)

M13R CAGGAAACAGTATGAC Amplificaci_()n de inserto en
vector (partidor reverso)

OXF1 CCYGTKGTSYTNGTNCAYGG Prospeccion de cavidad

OXF2 CCRATMRTWYTNGTNCAYGG oxianionica

OXF3 CCKYTWGTKYTNATHCAYGG (partidores con sentido)

ACR1  AGGCCNCCCAKNGARTGNSC

ACR2 AGRCCNCCCAKRCTRTGNSC Prospeccion del sitio activo

ACR3 AGGCCRCCNTGNGARTGNSC (partidores reversos)

ACR4  AGGCCNCCNTGRCTRTGNSC

EL1 CTGCCGGTGATGGTGTGGATTCATGG Prospeccidn de sitio de union a

EL2 CTATCGCCTGGGCGTGCTGGGCTTTCTG  sustrato

EL3 CCTGCCGGTGATGGTGTGGATTCATGG  (dominio esterase lipase)

GL GGCTATGATGTGTGGCTGGGCAAC |dentificacion  de  lipasas
gastricas

HL TCTCCATCTTCCTGGTGTTCTGYAT ~ \dentificacion  de lipasas
hepaticas

LAL  TTTGATGTGTGGATGGGCAACAGC Identificacion de lipasas acidas
lisosomales

PL1 GACATGTGCAAGAACATGTT Prospeccion de lipasas

PL2 AAAACCCGCTTTATTATTCATGG pancreéticas

El partidor AP (adapter primer) se utilizé en la sintesis de la primera hebra de

cDNA a partir de RNA de krill, el partidor se une a la cola poliA del mRNA.

El partidor AUAP (abridged universal amplification primer) se utilizd en

conjunto con los partidores disefiados para la amplificacion de probables genes de

lipasas.
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La pareja de partidores M13F/M13R se utilizd para la amplificacion mediante
PCR de los insertos ligados al vector de clonamiento pGEM-T easy.

Bell et al., (2002) disefiaron un conjunto de partidores para PCR propuestos para
la inspeccion de genes de lipasas en muestras de DNA gendmico ambiental. En la Tabla
1 se indica la secuencia, la zona de reconocimiento y la direccién de amplificacion. Los
partidores OXF/ACR permiten obtener amplificados de 180-330 pb [Bell et al., 2002].
Los partidores OXF/ACR fueron disefiados como oligonucle6tidos “semidegenerados”
utilizando la herramienta CODEHOP [Rose et al., 1998; Rose et al., 2003].

En esta tesis se disefid ademas, un nuevo conjunto de partidores especificos no
degenerados para la amplificacion de genes de lipasas de krill antartico. El disefio se
realiz6 a partir de los alineamientos de las secuencias de dominios, de familias y bloques
de lipasas y/o enzimas lipoliticas. A partir de esta informacién se construyeron 8
partidores directos que se utilizaron en conjunto con el partidor reverso AUAP (Tabla
1). Los partidores EL se disefiaron para la identificacion de secuencias relacionadas con
el dominio esterase_lipase (especificamente el sitio de union a sustrato), el partidor GL
se utiliz6 para la inspeccion de lipasas gastricas (reconocimiento de la cavidad
oxianiénica y sitio de glicosilacién), el partidor HL para la deteccion de lipasas
hepéticas (deteccion de la secuencia péptido sefial), el partidor LAL para secuencias tipo
lipasas acidas lisosomales (cavidad oxianionica y sitio de glicosilacion) y los partidores
PL para la identificacién de secuencias relacionadas con lipasas pancreéticas (cavidad
oxianidnica). Se estimé el tamafio de amplificacion para los partidores disefiados, para
los partidores EL1/EL3 se esperan amplificados de 1200-1500 pb, para EL2 de 1000-
1300 pb, para GL de 700-1000 pb, para HL de 1500 pb, para LAL de 650-1000 pb, para

PL1 de 680-1300 pb y para PL2 de 730-1300 pb.
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Bases de datos y herramientas bioinformaticas

En la Tabla 2 se indican las bases de datos y herramientas bioinformaticas
empleadas en esta tesis.

La obtencion de las secuencias y los alineamientos de los dominios y bloques en
las bases de datos CDD [Marchler-Bauer et al., 2005] y Blocks [Henikoff y Henikoff,
1994; Henikoff et al., 1999; Henikoff et al., 2000] se realiz6 a través de la busqueda con
la palabra “lipase”; la obtencion de las secuencias y los alineamientos de familias en la
base de datos LED se accedio a través del indice de familias provistas por el sitio [Pleiss
et al., 2000; Fischer y Pleiss, 2003].

Los andlisis de secuencias a través de las herramientas VecScreen y ORF Finder
se realizaron utilizando los parametros definidos por defecto.

El disefio de partidores utilizando CODEHOP emple6 los pardmetros definidos
por defecto (degeneracién de 128, estrictez de 0 y temperatura 60°C) [Rose et al., 1998;

Rose et al., 2003].
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El andlisis de similitud de secuencias se realiz6 a través de la herramienta
BLAST [Altschul et al., 1997] y FASTA [Pearson y Lipman, 1988; Pearson, 1990]

utilizando los parametros definidos por defecto en cada base de datos (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de similitud de secuencias. Se indican los diferentes tipos de analisis
realizados. BLASTp y FASTA-p comparan una secuencia aminoacidica contra una base
de datos de secuencias de proteinas; BLASTn y FASTA-n comparan una secuencia
nucleotidica contra una base de datos de DNA; BLASTX compara una secuencia
nucleotidica traducida en sus seis posibles marcos de lectura contra una base de
secuencias de proteinas; y PSI-BLAST permite obtener un perfil de las proteinas mas
similares a la secuencia problema que se utiliza en nuevas busquedas (iteracion)
incorporando nuevas proteinas al perfil, esto facilita la deteccion de secuencias
homologas lejanas filogenéticamente y el establecimiento de la funcién de proteinas
hipotéticas. Para cada andlisis se detalla los principales parametros de busqueda: valor
E, tamafio de ventana (word size) y matriz. Para la matriz de analisis se indica entre
paréntesis los valores de apertura de espacios y extension de los espacios generados en
los alineamientos.

Analisis Base de Valor E Tamaio de Matriz
datos ventana

BLASTX NCBI 10 3 BLOSUM 62 (11, 1)
PSI-BLAST NCBI 10 3 BLOSUM 62 (11, 1)
BLASTn *“search for
short, nearly exact NCBI 1.000 7 BLOSUM 62 (11, 1)
matches”
BLASTp “search for
short, nearly exact NCBI 20.000 2 PAM30 (9, 1)
matches”
BLASTp LED
BLASTp tipo “search
for short, nearly exact ESTHER 1.000 BLOSUM 62 (11, 1)
matches”
BLASTN tipo “search
for short, nearly exact ESTHER PAM30 (9, 1)
matches”
BLASTX ESTHER 10 BLOSUM 62 (11, 1)
FASTA-p EBI 10 2 BLOSUM 62 (12, 2)
FASTA-n EBI 5 6 BLOSUM 62 (16, 4)
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RESULTADOS

Separacion y obtencidn de enzimas lipoliticas de krill antartico.

Determinacion de los ensayos enzimaticos para la deteccién de actividad lipolitica y
actividad lipasa.

Previo al trabajo de purificacion de una enzima es necesario un adecuado ensayo
enziméatico de modo de tener un medio de cuantificacion de la actividad tanto para el
proceso de purificacién como para la caracterizacion de la enzima.

En la literatura se describe un sinniumero de sustratos y métodos utilizados como
ensayos enzimaticos para la determinacion de la actividad lipolitica [Farooqui et al.,
1984; Beisson et al., 2000; Gupta et al., 2003; Grognux et al., 2004; Schmidt y
Bornscheuer, 2005], destacando p-nitrofenilpalmitato (p-NFP) como uno de los sustratos
mas ampliamente utilizado en ensayos espectrofotométricos [Winkler y Stuckmann,
1979; Choo et al., 1998; Abrami¢ et al., 1999; Rashid et al., 2001]. Entre los diversos
protocolos de ensayo se utilizo el descrito por Abrami¢ et al., (1999) que utiliza 25 pL
de p-NFP 13,2 mM preparado en dioxano, 10 yL de muestra y 965 pL de tampon
Tris/HCI 50 mM que contiene desoxicolato de sodio (NaDox) 5 mM, pH 8. La
formacion de producto se siguid espectrofotométricamente a 410 nm. El dioxano
presente en la mezcla de ensayo reaccion6 con el material plastico de las cubetas, por lo
que se probaron otros solventes y finalmente se selecciond isopropanol [Winkler y
Stuckmann, 1979].

El ensayo se adaptd para su utilizacién en placas multipocillos [Abramic,
comunicacion personal], con el fin de analizar las fracciones obtenidas de las
separaciones cromatograficas. Para el ensayo se mezcld 100 uL de muestra y 100 pL de

p-NFP 13,2 mM (en isopropanol) y tampdn Tris/HCI 20 mM que contenia desoxicolato
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de sodio 5 mM, pH 8. El producto de la reaccion se midié a 405 nm en un lector de
placas multipocillos. Este procedimiento resulté rapido y mas cdmodo de ensayar para
las numerosas muestras generadas en las cromatografias. Sin embargo, la evaluacion
posterior de los datos enzimaticos present6 dificultades, debido a la alta hidrolisis no
enzimatica y a los contaminantes interferentes presentes en las muestras (pigmentos y
lipidos principalmente), generando mucho ruido en las mediciones de absorbancia
(Tabla 4, ensayo 2). La preparacion de la solucion sustrato/tampon, que consistié en
calentar a ca. 50°C la solucion resultante de mezclar el sustrato preparado en isopropanol
con el tampon de ensayo (tampon Tris/HCI 20 mM que contenia desoxicolato de sodio 5
mM, pH 8), seria responsable de la alta hidrélisis no enzimatica inicial. En forma
alternativa se utilizo la sonicacion para la preparacion de la solucion de sustrato/tampdn,
obteniéndose resultados similares a los anteriores, sumados a la solubilizacién
incompleta del sustrato. Se revisaron diferentes protocolos de ensayo que utilizan p-
nitrofenilpalmitato como sustrato y se encontrd la incorporacion de otros componentes
en la preparacion de la solucién sustrato/tamp6én de ensayo, como goma arabica
[Winkler y Stuckmann, 1979; Maia et al., 2001; Suoniemi y Tynkkynen, 2002] y Triton
X-100 [Lehner y Verger, 1997; Choo et al., 1998; Maia et al., 2001; Rashid et al., 2001]
principalmente. Para la preparacion de la emulsion sustrato/tampdn se calento la mezcla
de sustrato preparado en isopropanol con el tampén de ensayo (Tris/HCI 20 mM que
contiene Triton X-100 4,4 mg/mL y goma arébica 1,1 mg/mL, pH 8) a ca. 50°C (Tabla

4, ensayo 3).
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Tabla 4. Hidrdlisis no enzimatica en los ensayos de actividad lipasa utilizados en
esta tesis. Se indica la hidrolisis inicial (expresada como el promedio y desviacién
estandar de la absorbancia a tiempo cero en el ensayo) y la velocidad de hidrdlisis no
enzimatica determinada para cada condicion de ensayo enzimatico.

Hidrdlisis inicial Velocidad de hidrdlisis

(absorbancia) (umol p-NFP/min/mL)

Ensayo Promedio  Desv. est. Promedio  Desv. est.
1. NaDox 5 mM (cubeta) 0,403 0,060 4,8x107° 2,2x10°
2. NaDox 5 mM (placa) 0,338 0,194 2,6x107 3,1x107
3. Triton X100 4,4 mg/mL 5 -5

+ GA 1,1 mg/mL 0,103 0,044 4,6x10 2,2x10
4. Triton X100 4,4 mg/mL 0,022 0,006 4,7x10° 2.0x10°

+ GA 1,1 mg/mL

Finalmente, se optd por calentar el tampon Tris/HCI 20 mM pH 8 que contiene
Triton X-100 4,4 mg/mL y goma arabica 1,1 mg/mL a ca. 40°C, agregando lentamente y
con agitacion p-nitrofenilpalmitato 3 mg/mL disuelto en isopropanol. Con este
procedimiento se logré una disminucion considerable de la hidrélisis no enzimatica
(Tabla 4, ensayo 4). El protocolo final de ensayo de actividad lipasa utilizando p-
nitrofenilpalmitato, se resume como: 100 puL de muestra y 900 pL de p-NFP 3 mg/mL
(isopropanol) y tampon Tris/HCI 20 mM que contiene Triton X-100 4,4 mg/mL y goma

arabica 1,1 mg/mL, pH 8. La reaccion se siguio espectrofotométricamente a 410 nm.

Evaluacion de los procedimientos de autolisis y homogenizacion para la preparacion
del extracto krill.
Estudio de la preparacion del extracto de krill mediante autdlisis:

La autdlisis se ha descrito como uno de los procedimientos de preparacion de
extracto enzimatico de krill, que consiste en la autodegradacion de la muestra,

principalmente por enzimas digestivas del krill. Sin embargo, el proceso de autodlisis
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debe ser controlado cuidadosamente con el fin de obtener las condiciones adecuadas y
Optimas para la obtencion de la enzima a purificar. Por tal motivo, se examind los
factores mas importantes que afectan la autdlisis, como son la temperatura y el tiempo.
En la Figura 5 se observa el efecto de tres diferentes temperaturas (5, 20 y 40°C)
y seis diferentes tiempos de autdlisis (3, 6, 12, 24, 48 y 72 h) sobre la obtencion de
proteina. La Figura 5 muestra que para el proceso de autolisis a 5°C, la cantidad de
proteina obtenida por masa de krill aumenta al incrementar el tiempo empleado en el
proceso. Por otra parte, para los procesos realizados a 20 y 40°C se observa que luego de
alcanzar rapidamente un maximo en la obtencion de proteina ésta disminuye a medida

que aumenta el tiempo de autdlisis, siendo mas marcada la disminucion a 40°C.

s 5°C
——20°C
5 1 & —o—40°C

mg proteina/g krill
(o]

0 } } } } } } }
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de autdlisis (h)

Figura 5. Obtencion de proteina bajo diferentes condiciones de temperatura y
tiempo en la preparacion del extracto de krill mediante autolisis. Los resultados se
expresan como el promedio de mg proteina/g krill y su desviacion estandar (datos para
n=3).
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En forma similar se examind el efecto de tres diferentes temperaturas (5, 20 y
40°C) y seis diferentes tiempos de incubacién (3, 6, 12, 24, 48 'y 72 h) sobre la actividad
lipasa especifica en el proceso de aut6lisis (Figura 6). Se observa que para cada una de
las temperaturas en que se realizd la aut6lisis, se obtiene un maximo de actividad
especifica. El tiempo en que se presenta el maximo de actividad especifica aumenta con
la temperatura: 6 h para 5°C, 12 h para 20°C y 24 h para 40°C. Luego de alcanzar el
maximo, la actividad para las tres temperaturas decayd al aumentar el tiempo de
autolisis. Los maximos de actividad especifica obtenidos para cada temperatura resultan

similares en magnitud.

10 + 5°C
9 w ——20°C
——40°C

Actividad especifica x10™ (U/mg)
}7

0 1 ‘ 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de autolisis (h)
Figura 6. Actividad lipasa bajo diferentes condiciones de temperatura y tiempo en
la preparacion del extracto de krill mediante autolisis. Los resultados se expresan

como el promedio de la actividad especifica y su desviacion estandar. La actividad se
determino sobre p-nitrofenilpalmitato (datos para n=3).
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La observacién de las Figuras 5y 6 permite correlacionar la cantidad de proteina
y actividad enzimatica para las diferentes temperaturas y tiempos de autolisis, sefialando
que la autolisis a 40°C durante 24 h proporciona una alta actividad especifica y una baja

cantidad de proteina que la obtenida a 20°C durante 12 h y 5°C durante 6 h.

Los lipidos y pigmentos presentes en las muestras interfieren en los ensayos
enzimaticos, como también alteran la migracion electroforética de las proteinas [Bollag
et al., 1996; Westermeier y Gorg, 1998] y la separacion cromatogréfica de éstas. Por
esta razdn, es necesario utilizar procedimientos de eliminacién y/o extraccion de estos
interferentes. Con este fin, se seleccionaron cinco métodos, cuatro de ellos permiten la
recuperacion de proteinas en forma nativa (precipitacion con etanol, precipitacion con
isopropanol, precipitacion con polietilénglicol y extraccién de lipidos con cloroformo),
mientras que el quinto método no permite la recuperacién de proteinas activas
(precipitacion de proteinas con &cido tricloroacético).

Se evalud el efecto de los distintos tratamientos sobre la recuperacion de
actividad lipasa sobre un extracto de krill preparado por aut6lisis (Tabla 5). Se observa
que el tratamiento con polietilénglicol permitié la mayor recuperacion de actividad
lipasa, seguido por los tratamientos con etanol y cloroformo. Sin embargo, la
recuperacion de actividad en términos generales resultd bastante baja (< 10%)
independiente del tratamiento. No se detectd actividad para las muestras tratadas con
acido tricloroacético. Se determin6é también la recuperacion de proteina para cada
tratamiento (Tabla 5). Se observa que el tratamiento con isopropanol recupero6 ca. 65%

de la cantidad de proteina presente previo al tratamiento y el tratamiento con cloroformo
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permitié una recuperacion de ca. 50% de la cantidad de proteina inicial. Los otros

tratamientos presentaron bajas recuperaciones de proteina.

Tabla 5. Recuperacién de actividad lipasa y proteina en autolisados tratados con
diferentes procedimientos de eliminacion de lipidos y pigmentos. Los resultados
muestran el porcentaje de recuperacion de actividad lipasa y proteina luego de los
diferentes procedimientos para eliminar lipidos y pigmentos respecto a autolisado sin
tratamiento (datos para n=3).

Recuperacion

Tratamiento Actividad (%) Proteina (%)
Cloroformo 4,1+15 48,0+11,2
Etanol 4,8+1,6 3,1+1,2
Isopropanol 2,612 64,1+3,1
Polietilénglicol 6,2+2,3 12,746,2
Acido tricloroacético sin actividad 0,2+0,1

Se verificd visualmente la presencia de lipidos y pigmentos presentes posterior a
la aplicacién de los diferentes tratamientos. Los extractos tratados con etanol y acido
tricloroacético presentaron un alto contenido de pigmentos y lipidos (preparacion turbia
de coloracion rosada), los extractos tratados con polietilénglicol también presentaron
turbidez y coloracion rosada, aunque menor que la observada para los tratamientos
anteriores y el extracto tratado con cloroformo se observd libre de pigmentos y lipidos

(preparacion transparente).

Se examin6 el uso de la precipitacién con sulfato de amonio como etapa
preparativa del extracto enzimatico de krill, para determinar si este proceso concentra
preferencialmente la actividad lipolitica en un determinado intervalo de saturacién, para
lo cual se realizo la precipitacion diferencial en intervalos de 10% de saturacion sobre un

extracto obtenido mediante el proceso de autdlisis. Eventualmente este procedimiento
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seria también util en la separacion de enzimas lipoliticas frente a otras proteinas
presentes en el extracto. Se determind la cantidad de proteina y actividad enzimatica
sobre p-nitrofenilpalmitato recuperada en los 10 cortes obtenidos y en el extracto
remanente después de finalizar la precipitacion, denominado sobrenadante s90-100%
(Figura 7).

En la Figura 7 se muestra el porcentaje de recuperacion de actividad lipasa. Se
observa que la actividad se centra en el intervalo de corte 0-50% de saturacion,
concentrando el 75,9+4,1% de la actividad lipasa. También se observa que la
recuperacion de proteina se centra en el intervalo 0-50% de saturacion de sulfato de

amonio, concentrando 85,5+17,0% de proteina.

= = N N
o ol (@) ol
| | | |
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Recuperacion (%)
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|
I

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 sn
Saturacion con sulfato de amonio (%)

Figura 7. Recuperacién de actividad lipasa y proteina para los distintos cortes de
separacion realizados con sulfato de amonio. Los datos se expresaron como
porcentaje respecto a la actividad lipasa (—e—) y proteina (——) del extracto inicial
(datos para n=3).
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Se examind mediante electroforesis en condiciones nativas en geles de
acrilamida 7% p/v si los distintos cortes generados mediante precipitacion diferencial
con sulfato de amonio afectaban la distribucion de actividad. Se utiliz6 un sustrato de
amplio rango (sustrato lipolitico) que permite la visualizacion de esterasas y lipasas
(Figura 8A) y también se utiliz6 un sustrato mas especifico (Figura 8B), que permite la
visualizacion principalmente de lipasas (sustrato lipasa). Luego de incubar los geles en
cada sustrato la actividad se revel6 con Fast Garnet GBC.

En la Figura 8A se observa el patron electroforético de actividad lipolitica
obtenido (bandas A-E). Las bandas de actividad més intensas (bandas A y B) se
presentaron en todos los cortes, otras bandas presentaron una distribucién restringida al
intervalo de 0-70% de saturacion (banda D).

En la Figura 8B se observa el patron electroforético de actividad lipasa obtenido.
La banda c se observa para todos los cortes, en cambio se observan bandas en la parte
inferior del gel presente en el intervalo 40-100% (banda d).

Las bandas tenues observadas en la Figura 8A (bandas C y D) tienen su

correspondencia en migracion con las bandas presentes en el gel de la Figura 8B (bandas

cyd).
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Figura 8. Ensayo de actividad lipolitica in situ para cortes diferenciales con sulfato
de amonio. En A se muestra gel incubado en a-naftilacetato (sustrato lipolitico) y Fast
Garnet GBC. En B se muestra gel incubado en a-naftilpalmitato (sustrato lipasa) y Fast
Garnet GBC. EI primer carril para ambos geles corresponde al corte 0-10% Y el resto de
los carriles se cargaron con los cortes progresivamente. Las flechas indican bandas
presentes aproximadamente en similar posicion para ambos geles. Los carriles se
cargaron con igual cantidad de proteina.

La inspeccién visual de los extractos indico que el tratamiento con cloroformo
fue el mas adecuado en la remocion de la coloracion rosada caracteristica presente en el
extracto sin tratar y observada también en el resto de los tratamientos utilizados. Se
examinO entonces el efecto del tratamiento del extracto preparado por autolisis con
cloroformo sobre la distribucion de la actividad lipasa y proteina en funcion del
fraccionamiento con sulfato de amonio (datos no mostrados). Efectivamente, la
recuperacion de proteina se concentrd en el intervalo 30-70% de saturacién reteniendo
85,5+0,9% de la proteina total inicial y la actividad lipasa especifica en el intervalo 20-
80% de saturacion, concentrando 80,6+9,7% de la actividad total inicial. Se examind

también el patron electroforético para cada corte, encontrandose la pérdida de algunas

bandas de actividad respecto del extracto sin tratar. Las bandas de mayor intensidad
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fueron acotadas a los intervalos 40-70% de saturacion para el sustrato a-naftilacetato
(actividad lipolitica) y 40-60% de saturacion para el sustrato a-naftilpalmitato (actividad

lipasa).

Estudio de la preparacion del extracto de krill mediante homogenizacion:

Alternativamente a la aut6lisis, la homogenizacion también permite la
preparacion de extracto enzimético de krill. En forma similar a la autolisis, se debe
estudiar las condiciones adecuadas y éptimas de homogenizacion para la obtencion de
enzimas lipoliticas.

Con el fin de optimizar las condiciones de preparacion del extracto enzimético
mediante homogenizacion, se realizé un estudio de la efectividad del tamponamiento en
la preparacién de los homogenizados (midiéndose el pH antes y después de la
homogenizacién) y el efecto del pH del tampdn de extraccion sobre la actividad lipasa y
la recuperacion de proteina.

Los homogenizados se prepararon en tampones en el rango de pH 6-10. Para
cada pH se prepararon dos tampones. Los resultados se resumen en la Tabla 6. Se
observa que los tampones para un mismo pH presentan un similar pH final, excepto en
los tampones a pH 6. Por otra parte, la menor desviacion de pH observada corresponde a
la proporcionada por los tampones que ajustan a pH 8, probablemente debido a que el
pH “natural” del extracto enzimatico obtenido por homogenizacion en agua es cercano a

7,80.

60



Tabla 6. Efectividad del tamponamiento en la preparacion del extracto de krill
mediante homogenizacion. Para cada pH de homogenizacién se prepararon dos
tampones, se midi6 el pH antes y después de la homogenizacion y se calculd la
desviacion del pH a tamponar (ApH = pH final - pH inicial). Datos para n=2.

Tampon pH inicial pH final ApH
citrato 20 mM 6 7,99 1,99+0,11
fosfato 20 mM 6 7,26 1,26 £0,12
Tris/HCI 20 mM 7 7,73 0,73+0,11
fosfato 20 mM 7 7,55 0,55+0,11
Tris/HCI 20 mM 8 7,85 -0,15+0,03

8
9
9

fosfato 20 mM 7,70 -0,30+ 0,01
Tris/HCI 20 mM 8,18 -0,82 £ 0,03
glicina/NaOH 20 mM 791 -109+0,08
carbonato 20 mM 10 8,17 -1,83+0,07
glicina/NaOH 20 mM 10 8,18 -1,82 £ 0,06

Se evalud la recuperacion de actividad lipasa para los homogenizados preparados
en los diferentes tampones. La actividad obtenida para cada homogenizado preparado en
los diferentes tampones se expresO respecto de la actividad total obtenida para la
homogenizacion en agua (Figura 9). Para una adecuada comparacion la actividad de
cada homogenizado se determin6 bajo las condiciones estandares de ensayo (20°C y pH
8). En la Figura 9 se muestra que la mayor parte de los tampones permite retener ca.
60% de la actividad que se obtendria al preparar el homogenizado en agua. Se observa
que el tampdn citrato pH 6 permitié la mayor retencion de actividad y que el tampon

fosfato pH 6 recuperd la menor actividad.
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Figura 9. Efecto del pH sobre el proceso de homogenizacion en el rendimiento de
actividad lipasa y proteina. Los resultados corresponden a la actividad total (m)
obtenida para la homogenizacion en los diferentes tampones expresada como nimero de
veces sobre la actividad total obtenida para el homogenizado preparado en agua (datos
para n=1). La obtencién de proteina (m) se expresé como mg proteina/g krill obtenida de
la homogenizacién en diferentes tampones relativos a la concentracion de proteina
obtenida para la homogenizacion en agua (datos para n=2).

Se determino el rendimiento de proteina para los homogenizados preparados en
los distintos tampones, calculado como mg proteina/g krill y expresado como el nimero
de veces sobre el valor determinado para el homogenizado preparado en agua (Figura 9).
Se puede observar que, a excepcion de los tampones pH 8, existe diferencia en la
obtencion de proteina entre cada par de tampones para un mismo pH. Los tampones
basados en el sistema Tris/HCI pH 7, 8 y 9 presentan en general una mayor obtencién de
proteina respecto de los otros tampones preparados para igual pH. Los tampones citrato

pH 6 y Tris/HCI pH 9 presentaron la mayor obtencidn de proteina respecto de los demas

tampones.
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Se examind por medio de electroforesis en condiciones nativas si la preparacion
del homogenizado utilizando distintos pHs afectaba la actividad lipolitica (a-
naftilacetato) y actividad lipasa (a-naftilpalmitato). Las diferentes condiciones de pH no
afectaron los patrones electroforéticos de actividad respecto de los homogenizados
preparados en agua y ademas resultaron similares entre los sustratos ensayados (datos no

mostrados).

Se estudiaron a continuacién las condiciones adecuadas y Optimas de
homogenizacion para la obtencion de un extracto con alta actividad lipasa especifica. Un
pardmetro importante en la preparacion del extracto enzimatico mediante
homogenizacién es el tiempo del proceso, para lo cual se examinaron tiempos de
homogenizacién entre 15 seg y 4 min (Figura 10). Se trabajé con homogenizados
preparados en agua.

En la Figura 10 se muestra el efecto del tiempo de homogenizacion sobre la
actividad especifica. Se observa que la actividad especifica aumenta a medida que
aumenta el tiempo de homogenizacion hasta alcanzar el méximo a tiempo 2 min, para
luego decaer a medida que sigue aumentando el tiempo del proceso. También se
examind la cantidad de proteina obtenida por masa de krill versus el tiempo de
homogenizacién y se observa que la cantidad de proteina aumenta a medida que
incrementa el tiempo de homogenizacion.

La correlacion entre la actividad y proteina (Figura 10), indica que un tiempo de
1-2 min de homogenizacion permite la obtencion de un extracto con una alta actividad

lipasa especifica.
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Figura 10. Actividad lipasa especifica y obtencion de proteina para diferentes
tiempos en la preparacion del extracto de krill mediante homogenizacion. Los
resultados se expresaron como el promedio de la actividad especifica (—&—) y su
desviacion estandar. La actividad se determiné sobre p-nitrofenilpalmitato. La obtencién
de proteina se expresé como el promedio de mg de proteina/g de krill (——) y su
desviacion estandar (datos para n=3).

Otro factor importante en la preparacién del extracto enzimatico de krill
mediante homogenizacion, es la velocidad de homogenizacién. En la Figura 11 se
muestra el efecto de la velocidad de homogenizacién sobre la actividad enzimatica. Se
observa que la actividad aumenta levemente a medida que aumenta la velocidad
alcanzando el maximo para 8.300 rpm, sin embargo, si se sigue aumentando la velocidad
decae la actividad. En la Figura 11 también se muestra el rendimiento de proteina (mg
proteina/g krill) bajo distintas velocidades de homogenizacion. Se observa que el

rendimiento decae a medida que aumenta la velocidad, alcanzando un minimo para

8.300 rpm, para luego aumentar nuevamente.
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Figura 11. Actividad lipasa especifica y obtencion de proteina para diferentes
condiciones de velocidad en la preparacion del extracto de krill mediante
homogenizacion. Los resultados se expresaron como el promedio de la actividad
especifica (——) y su desviacién estandar. La actividad se determind sobre p-
nitrofenilpalmitato. La obtencion de proteina se expresaron como el promedio de mg de
proteina/g de krill (——) y su desviacion estandar (datos para n=3).

Finalmente se estudio el efecto de la remocion de lipidos y pigmentos de los
homogenizados. Se utilizaron los mismos tratamientos descritos para autolisado. En la
Tabla 7 se muestra el efecto de los tratamientos sobre la recuperacion de actividad lipasa
especifica y proteina. En la Tabla 7 se observa que el tratamiento con polietilénglicol
permitié la mayor recuperacion de actividad (47,8+6,5%), seguido por el tratamiento con
etanol que también permitié una alta recuperacion de actividad (33,2+7,7%). Los
tratamientos con cloroformo, isopropanol y acido tricloroacético presentaron una baja
recuperacion de actividad lipasa (< 0,9%).

En la Tabla 7 se puede notar que a excepcioén del tratamiento con &cido

tricloroacético, los diferentes tratamientos proporcionaron una recuperacion de proteina
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de 12-18%. Los tratamientos con isopropanol y polietilénglicol permitieron la mayor
recuperacion de proteina total, en cambio, el tratamiento con acido tricloroacético

proporciond la menor recuperacion de proteina.

Tabla 7. Recuperacion de actividad lipasa y proteina en homogenizados sometidos
a diferentes procedimientos de eliminacion de lipidos y pigmentos. Los resultados
muestran el porcentaje de recuperacion (retencion) de actividad y proteina luego de los
diferentes procedimientos para eliminar lipidos y pigmentos (datos para n=3).

Recuperacion

Tratamiento Actividad (%) Proteina (%)
Cloroformo 0,9+0,1 15,8+2,1
Etanol 33,2+7,7 12,2+3,1
Isopropanol 0,9+0,4 18,5+6,5
Polietilénglicol 47,8+6,5 18,3+0,5
Acido tricloroacético 0,7+0,1 3,3+0,9

En la Figura 12 se observa el efecto de los tratamientos sobre el patron
electroforético de actividad lipolitica (a-naftilacetato). Los diferentes tratamientos
eliminaron diferentes bandas de actividad respecto del patrén electroforético obtenido
para el homogenizado sin tratamiento. El patrén electroforético obtenido para el
homogenizado tratado con polietiénglicol resulté muy similar al patrén obtenido para el
homogenizado sin tratamiento. Los patrones obtenidos para los tratamientos con
cloroformo e isopropanol resultaron similares. No se observo bandas de actividad para
los homogenizados tratados con etanol, a pesar que este tratamiento permitié una alta
recuperacion de actividad (33,2+7,7%). El tratamiento con acido tricloroacético no
presentd actividad en el ensayo in situ, probablemente debido a la naturaleza

desnaturante del tratamiento.
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Figura 12. Ensayo de actividad in situ de homogenizados tratados para la
eliminacion de lipidos y pigmentos. Se muestra gel incubado con a-naftilacetato
(sustrato lipolitico) y Fast Garnet GBC. Las muestras cargadas corresponden a:
homogenizado sin tratar (H), extraccion con cloroformo (C), precipitacion con etanol
(E), precipitacion con isopropanol (I), precipitacion con polietilénglicol (P) y
precipitacion con acido tricloroacético (T). Las flechas indican las bandas presentes
aproximadamente en similar migracion. Los carriles se cargaron con igual cantidad de
proteina.

Caracterizacion preliminar de las enzimas lipoliticas presentes en el extracto de krill.

Como una aproximacion a la caracterizacion de las enzimas lipoliticas presentes
en los extractos de krill obtenidos por autdlisis, se evaluaron propiedades como la masa
molecular y punto isoeléctrico.

Para la determinacién de la masa molecular se utilizaron varios procedimientos,
uno de ellos se baso6 en la separacion por tamafio molecular mediante cromatografia de
filtracién en gel. Se realizaron cromatografias para los cortes 30-40 y 40-50% de
saturacion de sulfato de amonio. Para las fracciones colectadas se ensayd la actividad
enziméatica sobre p-nitrofenilpalmitato utilizando el método adaptado para placas
multipocillos. En base a la curva de calibracion se determiné que la separacion de masa

molecular para las fracciones activas correspondié a 65,7-133,9 kDa y 32,2-65,7 kDa

para ambos cortes. Se realiz6 una nueva cromatografia considerando un menor volumen
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de fraccion (separacion por tamafio molecular mas fina) para los cortes 20-30, 30-40, 40-
50 y 50-60% de saturacion. Se ensay0 la actividad sobre p-nitrofenilpalmitato en placas
multipocillos. Para los cortes 20-30 y 30-40% se encontré actividad lipasa en fracciones
equivalentes a la separacion de proteinas de 65,7-90,5 kDa; para el corte 40-50% de
saturacion se encontro actividad lipasa para fracciones que proporcionan una separacion
de proteinas de 34,6-90,5 kDa y para el corte 50-60% proporcionan una separacion de
54,9-93,8 kDa.

Otra aproximacion a la determinacion de la masa molecular, fue la utilizacion de
electroforesis desnaturante. En un gel de acrilamida 12% p/v se cargaron los cortes 0-40
y 40-80% de saturacién junto a un marcador de masa molecular. Las muestras no se
hirvieron, pero se mezclaron con tampon de carga desnaturante. Después de la
incubacion del gel en p-nitrofenilpalmitato, se observo la aparicion de tres bandas de
actividad y en base a la curva de calibracion se estimaron sus masas moleculares en
46,6-47,5 kDa; 34,7-35,2 kDa y 29,7-31 kDa.

Ademas, se utilizé el método de electroforesis nativa para la estimacion de la
masa molecular de las enzimas lipoliticas presentes en el autolisado. Para ello en geles
preparados con distintos porcentajes de acrilamida se cargd autolisado y un marcador de
masa molecular. La actividad en los geles se ensay6 para a-naftilacetato. A partir de la
curva de calibracion realizada se estimd sus masas moleculares en 24,7-27,9 kDa y

101,9-123,8 kDa para las bandas de actividad.

Para la determinacion del punto isoeléctrico de las enzimas lipoliticas presentes
se realiz6 un isoelectroenfoque del autolisado. Los resultados obtenidos se muestran en

la Figura 13. Se observan tres zonas de actividad para a-naftilacetato, con puntos
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isoeléctricos de 5,5-6,0; 6,2-6,4 y 6,6-7,1. La distorsion de las bandas se puede deber a
sobrecargado y/o a la presencia de lipidos y pigmentos interferentes.

1 | 2

5,20 —
4,55 —

Figura 13. Determinacién del punto isoeléctrico de las enzimas lipoliticas de krill.
El punto isoeléctrico de las enzimas lipoliticas presentes en el autolisado se determind en
un gel de pl 3-9. En el carril 1 se muestra el marcador de punto isoeléctrico (tincion con
plata) y en el carril 2 se muestra el autolisado (tincion de actividad lipolitica in situ con
a-naftilacetato). Las flechas indican las zonas de actividad.

Separacion y obtencion de enzimas lipoliticas purificadas mediante cromatografia y
electroforesis.

El método mas utilizado para la purificacion y separacion de proteinas es la
cromatografia, la que explota la diferencia de propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
entre la proteina de interés y sus contaminantes. En forma preliminar se estudio la
aplicacion de diferentes separaciones cromatograficas para la purificacion de enzimas
lipoliticas de krill a partir de extractos preparados por autolisis u homogenizacion. Se

realizaron cromatografias como filtracion en gel (Figura 14), cromatoenfoque (Figura

15) y de afinidad (Figura 16).
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Figura 14. Cromatografia de filtracion en gel. La separacién se realizd para
autolisado sometido a diferentes fraccionamientos con sulfato de amonio (cortes 30-40%
y 40-50%). Los perfiles de elucion de proteina (—) resultaron similares. Para cada
fraccion se determing la actividad lipasa (corte 30-40% — y corte 40-50% —).

Actividad x10* (abs/min)
Proteina x10° (mg/mL)

Fraccion

Figura 15. Cromatografia de enfoque isoeléctrico (cromatoenfoque). La muestra
correspondié a homogenizado. La elucion de la proteina (—) se realiz6 mediante
gradiente de pH (—), posteriormente se determind la actividad lipasa para cada fraccion

=)
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Figura 16. Cromatografia de afinidad. Se realizd la separacion cromatografica para
300 pL de eluido 1 preparado a partir de autolisado. La elucion de proteina (—) se
realizd mediante un gradiente 0-2 M de NaCl (—). Se determin0 la actividad lipasa para
cada fraccion (—).

En el Centro de Ingenieria Bioquimica y Biotecnologia CIByB se ha realizado un
estudio mas extenso sobre la separacion y purificacion de enzimas lipoliticas utilizando
métodos cromatograficos [Gutiérrez, 2003]. En este estudio para la purificacion de
enzimas lipoliticas mediante métodos cromatogréaficos se trabajoé con extracto preparado
mediante autolisis tratado con sulfato de amonio en un corte de 0-50% de saturacion. Se
examino la separacion de las enzimas lipoliticas presentes en diferentes tipos de resinas:
S-sepharose (intercambio catidnico), Q-sepharose (intercambio anionico), butil-
sepharose, fenil-sepharose y octil-sepharose (interaccion hidrofdébica), siendo la
utilizacion de la columna de intercambio iénico Q-sepharose la que permitid la mejor

separacion de las enzimas lipoliticas, obteniéndose tres picos principales de actividad

lipasa (pool I, 11'y 11I) (Figura 17).
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Figura 17. Cromatografia de intercambio aniénico en Q-sepharose. La muestra
correspondié al corte 0-50% de saturacion de sulfato de amonio de autolisado de krill.
La adsorcion de proteina (—) se llevo a cabo utilizando tampon Tris/HCI 20 mM pH 7,5
(5 volimenes de columna) y la elucidn se realizdé con tampon Tris/HCI 20 mM pH 7,5
que contenia NaCl 1 M (—) generando un gradiente 0-1 M (20 volimenes de columna),
a un flujo de 21 mL/min. La cromatografia se realiz6 en una columna de 5x5 cm a
temperatura ambiente y se colectaron 173 fracciones de 16 mL. Las fracciones se
concentraron y luego se determiné la actividad lipasa (—) para cada fraccion sobre p-
nitrofenilpalmitato. Se indican los picos de actividad, pool I (---), pool 1l (---) y pool IlI

()

Cada uno de los pooles se sometié a una segunda etapa cromatografica de
separacion que permitiera la purificacion y concentracion de la actividad lipasa. En la
Figura 18 se muestra un esquema que resume las secuencias de purificacion para cada
uno de los pooles obtenidos de la primera etapa cromatografica (Q-sepharose). En la
Figura 18 se indican los porcentajes de recuperacion de proteina y actividad lipasa

utilizando como referencia el autolisado tratado con sulfato de amonio 0-50%.
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{

Preparacion Extracto Enzimatico

autolisis

precipitacion con sulfato de amonio 0-50%
deslipidizacion por filtracion
desalinizacion por filtracion

v

Corte 0-50%
proteina 100%

act. lipasa 100%

{

Cromatografia
Q-sepharose

proteina 1,9%
act. lipasa 7,8%

Y

!

Pool 11
proteina 6,0%

act. lipasa 45,2%

l

/

Pool 111
proteina 1,5%
act. lipasa 2,4%

!

Cromatografia
Fenil-sepharose

Cromatografia
DEAE-sepharose

Cromatografia
DEAE-sepharose

Filtracion en Gel

SigmaChrom GFC-100

/

Pool |
proteina 0,4%
act. lipasa 1,8%

Figura 18. Esquema de la secuencia de purificacion de los pooles con actividad
lipasa. Se indica los porcentajes de recuperacion de proteina y actividad para cada una

/

Pool |
proteina 1,3%
act. lipasa 5,0%

}

Pool 11
proteina 2,2%
act. lipasa 33,7%

de las etapas cromatograficas de separacion.

En la Tabla 8 se sefialan algunas de las caracteristicas determinadas para los
pooles obtenidos de la segunda etapa cromatografica, como la actividad lipasa especifica

y el factor de purificacion. Adicionalmente, para algunos pooles se examinéd la

temperatura 'y pH optimos.

/

Pool 111
proteina 0,5%
act. lipasa 2,0%
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Tabla 8. Caracteristicas de los pooles obtenidos de la segunda etapa
cromatografica de las fracciones I, Il y 111 separadas en Q-sepharose. Se sefiala la
actividad lipasa especifica (U/mg) determinadas sobre p-nitrofenilpalmitato, el factor de
purificacion, la temperatura y pH éptimos de los pooles obtenidos de la segunda etapa
cromatografica de separacion de los pooles I, 11 y Ill obtenidos de la separacion de
autolisado en Q-sepharose. Para algunos pooles no se determiné la temperatura y pH
Optimos (n.d.).

Act. esp. Factor de Temperatura
Muestra (U/mg) Purificacion optima pH 6ptimo
Pool | (fenil) 1,6x10° 45 n.d. n.d.
Pool | (DEAE) 1,4x10° 3,9 n.d. 9
Pool 1l (DEAE) 1,8x10° 15,0 45°C 9
Pool 111 (GFC-100) 1,5x10° 43 32°C 9-10

En forma paralela al trabajo de purificacién mediante separacion cromatogréafica
[Gutiérrez, 2003] se estudid la obtencidn de enzimas lipoliticas mediante la utilizacion
de métodos electroforéticos.

La purificacion mediante métodos electroforéticos se inicié con la preparacion
del extracto enzimatico mediante autolisis u homogenizacion como se describe en
Materiales y Métodos. La primera etapa de purificacion consistio en la realizacion de
una electroforesis en condicion nativa. Al finalizar la electroforesis se reveld in situ la
actividad incubando el gel en a-naftilacetato (Figura 19A). Se cort6 la banda con mayor
actividad, indicada en la Figura 19A, luego se homogenizo y a continuacion se permitié
la elucion de la proteina por simple difusion durante toda la noche a temperatura
ambiente. El eluido obtenido se recuperé por centrifugacion y se concentrd por
ultrafiltracion, constituyendo el eluido 1.

La segunda etapa de purificacion consistio en la realizacion de una electroforesis
desnaturante. Se utiliz6 como muestra el eluido 1, la que previamente se desnatur6 a

100°C durante 5 min en tampdn de carga que contenia 2-mercaptoetanol y SDS. Al
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finalizar la electroforesis, se realiz6 in situ la renaturacién de las proteinas contenidas en
el gel y a continuacion se revel6 la actividad in situ incubando el gel en a-naftilacetato
(Figura 19B). Se recortd la banda con mayor actividad, se homogenizé y se eluy6
durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugd y concentrd, obteniéndose el eluido

2. Para efectos préacticos el eluido 2 se denomind KL1.

A B

B ——————— |

2 «._M

Figura 19. Actividad in situ post-electroforesis para las dos etapas electroforéticas
de purificacion de KL1. En A se muestra gel nativo incubado con o-naftilacetato
(sustrato lipolitico) y Fast Garnet GBC. La flecha indica la banda seleccionada para
elucion (eluido 1). En B se muestra gel desnaturante incubado con a-naftilacetato
(sustrato lipolitico) y Fast Garnet GBC. La flecha indica la banda seleccionada para
elucion (eluido 2).

En la Tabla 9 se resume el proceso de purificacion de KL1 a partir del autolisado

y homogenizado de krill.
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Tabla 9. Tabla de purificacion de KL1. Se indican las diferentes etapas de purificacion
de KL1 a partir de extracto enzimatico preparado mediante aut6lisis (datos n=3) u
homogenizacién (datos n=1). Para cada una de las etapas se determiné la concentracion
de proteina (mg/mL), la actividad (U/mL), la actividad especifica (U/mg), el factor de
purificacion y el rendimiento (%).

Autdlisis
Proteina  Actividad  Act. esp. Factor de Rendimiento
Etapa (mg/mL) (U/mL) (U/mg) purificacion (%)
autolisado 12,176  8,4x10°  7,0x10™ 1,0 100
eluido 1 0,416 1,3x10"  3,2x10" 0,5 0,67
eluido 2 (KL1) 0,019 46x10°  2,9x10° 43 0,10
Homogenizacion
Proteina  Actividad  Act. esp. Factor de Rendimiento
Etapa (mg/mL) (U/mL) (U/mg) purificacion (%)
homogenizado 4572 47x10°  1,0x10° 1,0 100
eluido 1 0,994 1,1x10°  1,1x10° 1,0 1,95
eluido 2 (KL1) 0,009 52x10°  5,7x10° 5,6 0,05

En la Tabla 9 se observa que para la purificacion de la lipasa KL1 mediante
separaciones electroforéticas se obtuvieron muy bajos porcentajes de rendimiento
(<0,1%) para las purificaciones a partir de autolisado u homogenizado. El factor de
purificacion y la actividad lipasa especifica final (eluido 2) resultaron similares en
magnitud para las purificaciones a partir de extractos preparados mediante los procesos

de autolisis y homogenizacion.

Alternativamente a este trabajo, Mahn (2004) examind las enzimas lipoliticas
presentes en el autolisado sometido a precipitacion con sulfato de amonio en un corte
80-100% de saturacion. La muestra se sometié a una separacion por filtracion en gel en
una columna de Sephadex G50. Este Unico paso permitid la purificacion de la lipasa

KL2 de masa molecular de 86 kDa y pl de 8,2 [Mahn, 2004].

76



Determinacion de las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas de las enzimas
lipoliticas purificadas de krill.
Determinacion de las propiedades fisicoquimicas (masa molecular y punto
isoeléctrico) de las enzimas lipoliticas purificadas utilizando técnicas cromatogréaficas
y electroforéticas.
Caracterizacion de la enzima lipolitica purificada parcialmente de krill KL1:
Finalizado el proceso de purificacion mediante etapas electroforéticas, se
determinaron las caracteristicas de KL1. Mediante electroforesis desnaturante se
determiné que la principal banda de proteina tiene una masa molecular de ca. 50 kDa y
que presenta otras cuatro bandas contaminantes (Figura 20A). Por otra parte, en
isoelectroenfoque se determind la presencia de una Unica banda de proteina con un punto
isoeléctrico de 6,6 (Figura 20B). Los datos obtenidos de masa molecular y de punto
isoeléctrico se encuentran dentro de los intervalos de masa molecular y punto
isoeléctrico determinados en la caracterizacion preliminar de las enzimas lipoliticas en

extractos enzimaticos.

En la Tabla 10 se resumen las principales caracteristicas de la enzima purificada

parcialmente de krill (KL1).
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Tabla 10. Caracteristicas de la enzima KL1 purificada parcialmente. La masa
molecular se determin0 en electroforesis desnaturante en gel de acrilamida 7% p/v. El
punto isoeléctrico se determind en isoelectroenfoque en condiciones nativas. La
actividad especifica se determin6 sobre p-nitrofenilpalmitato utilizando las condiciones
estandares de ensayo.

Caracteristica
Masa molecular ~ 50 kDa
Punto isoeléctrico 6,6
Actividad especifica 5,7x10° U/mg homogenizacién
2,9x10° U/mg autdlisis

9,3—

8,8 —
116— 8,6—

7,2—

6,8—
6,6 — <

59—

4,6 —

Figura 20. Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la enzima
lipolitica purificada KL1. En A se muestra la determinacion de la masa molecular
mediante electroforesis desnaturante. El carril 1 corresponde a KL1 (tincién con plata),
en el carril 2 se muestra como referencia de migracion la banda de actividad (tincién de
actividad con a-naftilacetato) recortada para la purificacion de KL1. En B se muestra la
determinacion del punto isoeléctrico. El carril 1 corresponde al marcador de pl para el
rango de pH 3-9, en el carril 2 se muestra KL1, la flecha indica la posicion de la enzima
purificada. Adicionalmente se observan dos marcas (pl 5,1 y 8,4) que corresponden a
las posiciones de carga de las muestras en el gel (sistema PhastSystem).
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Caracterizacion bioquimica de las enzimas lipoliticas purificadas en base a su
actividad, estudios sobre el efecto de la temperatura y pH.
Caracterizacion de la enzima lipolitica purificada parcialmente de krill KL1:

Se caracteriz0 la actividad lipasa de la enzima purificada KL1 en funcion de la
temperatura (Figura 21). En la Figura 21 se muestra la actividad especifica de KL1
determinada en el rango de temperaturas 10-50°C ensayada sobre el sustrato p-
nitrofenilpalmitato. Se observa que KL1 presentd una temperatura dptima de actividad a
40°C. Se observd ademas un minimo de actividad a 25°C, para temperaturas menores de
25°C la actividad lipasa aumento y a 10°C KL1 retuvo un 23,1+1,7% de la actividad a

40°C.

= = N N
o ol (@) ol
| | |
I I I

(6]
|
I

Actividad especifica x10° (U/mg)

0 \ 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60
Temperatura (°C)

Figura 21. Actividad enzimética a diferentes temperaturas de la lipasa purificada
KL1. La actividad se determind sobre p-nitrofenilpalmitato (—) (datos para n=3). Se
indica ademas la dependencia exponencial de la actividad en funcién de la temperatura

=)
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Se evalud el efecto del pH sobre la actividad especifica de la enzima purificada
(Figura 22). Como se muestra en la Figura 22, se examiné la actividad en el rango de pH
6 a 10 sobre p-nitrofenilpalmitato a 20°C. Se determind el maximo de actividad lipasa a
pH 9. Se puede observar que la actividad de la enzima es mayor en la parte basica de la

curva (pH 8-10).

[op} ~ oo
| |
1 1

Actividad especifica x107 (U/mg)
S

3 4
2 4
l 4
0 } } } } }
5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 22. Actividad enzimdtica a diferentes pHs de la enzima purificada KL1. La
actividad se determind sobre p-nitrofenilpalmitato bajo las condiciones de ensayo
estandar (datos para n=3).
Caracterizacion de la enzima lipolitica purificada de krill KL2:

De igual forma se caracterizo la actividad de la enzima purificada KL2. Se
caracterizd la actividad de KL2 sobre los sustratos p-nitrofenilbutirato (C4) y p-
nitrofenilcaprato (C10) en funcidn de la temperatura (Figura 23). La seleccion de estos

sustratos para la caracterizacion bioquimica de KL2 se basé en un estudio preliminar de

la preferencia de sustratos.
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Actividad especifica x1072 (U/mg)
w

o

Temperatura (°C)

Figura 23. Actividad enzimatica a diferentes temperaturas de la lipasa purificada
KL2. La actividad se determin6 sobre p-nitrofenilbutirato (—#—) y p-nitrofenilcaprato
(——). Datos para n=1.
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7,0 75 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
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Figura 24. Actividad enzimatica a diferentes pHs de la enzima purificada KL2. La
actividad se determind sobre p-nitrofenilbutirato (——) y p-nitrofenilcaprato (—e—).
Datos para n=1.
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En la Figura 23 se observa que la temperatura 6ptima para KL2 es 37°C para la
actividad sobre p-nitrofenilbutirato, mientras que a 10°C KL2 retuvo alrededor del 46%
de su actividad maxima a 37°C. La actividad sobre el sustrato p-nitrofenilcaprato se
determind tan solo para tres temperaturas, por lo que los datos no son concluyentes sobre
la actividad éptima.

Se examind también el efecto del pH sobre la actividad especifica de KL2
(Figura 24). En la Figura 24 se observa que el pH 6ptimo fue de 8 cuando se ensayo la
actividad sobre p-nitrofenilbutirato. EI pH 6ptimo fue de 8,8 cuando se examiné el
efecto del pH sobre p-nitrofenilcaprato. El efecto del pH sobre la actividad cuando se
ensay0 sobre p-nitrofenilcaprato fue menos pronunciado que sobre p-nitrofenilbutirato,

manteniendo una alta actividad entre los pHs 8 y 9,9.

Determinacion de la energia de activacion de las enzimas lipoliticas purificadas de
Krill,

Se calculo la energia de activacion (E,) de la reaccion catalizada sobre p-
nitrofenilpalmitato para KL1 y sobre p-nitrofenilbutirato para KL2 (Figura 25) a partir
de las curvas de actividad lipolitica/lipasa en funcién de la temperatura. La Figura 25
muestra el logaritmo natural de la actividad especifica versus el inverso de la
temperatura absoluta, la pendiente de la curva corresponde a -E,/R donde R
corresponde a la constante de los gases. Los datos graficados corresponden a la parte
exponencial de las curvas de actividad en funcion de la temperatura. Para KL1 se obtuvo

un valor de E, de 24,7+5,3 kcal/mol para el rango de temperaturas de 25-40°C; para

KL2 el valor de E, fue de 4,9 kcal/mol para p-nitrofenilbutirato en el rango de
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temperaturas de 10-37°C. Para p-nitrofenilcaprato no se determind la energia de

activacion, debido a que se determind la actividad solo para tres temperaturas.

Ln (Actividad especifica)
1%
L 4
;UI\J
1
o
(o]

y=-12,4x + 35,6
-6+ R®=1,0
-7 | | | |
3,1 3,2 3,3 3,4 3,5 3,6

UT x10°% (K™

Figura 25. Determinacion de la energia de activacion (E,). Se determino la energia
de activacion de KL1 para la reaccion catalizada sobre p-nitrofenilpalmitato (—e—).

Datos para n=3. Para KL2 se evalud la energia de activacion utilizando como sustrato p-
nitrofenilbutirato (——). Datos para n=1.
Secuenciacion y andlisis de las secuencias de las enzimas lipoliticas de Kkrill
antartico.
Analisis preliminar de las secuencias aminoacidicas de enzimas lipoliticas de
eucariontes: dominios y familias de lipasas.

Las lipasas de origen bacteriano han recibido una especial atencién y al respecto
se han publicado varios articulos relacionados con las caracteristicas de sus secuencias y

gue han permitido su clasificacion en diferentes familias [Jaeger et al., 1994; Arpigny y

Jaeger, 1999; Jaeger et al., 1999]. Por el contrario, las lipasas eucariontes han sido poco
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descritas en funcion de sus secuencias [Hide et al., 1992; Wong y Schotz, 2002], por lo
que la caracterizacion preliminar de los dominios, familias y bloques de enzimas
lipoliticas permitiria la identificacion de zonas conservadas para un posterior disefio de
partidores.

Las secuencias consenso para los dominios, familias y bloques de lipasas se
muestran en las Tablas 11, 12 y 13. En color rojo se indican las zonas conservadas, en
azul se muestran los aminoécidos del sitio activo y se sefialan subrayados los
aminoacidos del sitio de union a sustrato y la cavidad oxianionica.

Las secuencias consenso para los dominios y bloques de lipasas fueron
proporcionados por sus respectivas bases de datos y fueron generadas a través de
modelos ocultos de Markov [Henikoff et al., 2000; Marchler-Bauer et al., 2002]. En
cambio las secuencias consenso de las familias de lipasas fueron generadas considerando
una fraccion aminoacidica de 50% (frecuencia de aparicioén en una determinada posicion
de un determinado aminoacido), a partir de los alineamientos proporcionados por la base
de datos LED generadas utilizando el algoritmo CLUSTALW [Pleiss et al., 2000;

Fischer y Pleiss, 2003].
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Tabla 13. Secuencias consenso de bloques de lipasas relacionadas con la digestion.
Secuencias consenso proporcionadas por Blocks.

Hepllpase

1 mgnpLCISIFLVLCIFIQSSACGGQGLGPEPFGRRAGATEskpIlkkpetrflIfgdendr igGCQIRPQHPDTLQEgTNs 80
81 sgplimiihgwsvdgllenwiwkivsal LKSQPAQPVNVGLdwislayghytiavgntrivgqdvaalllwleesakfsr 160
161 skvhligyslgahvVSGFAGSSMGGKHKIritgldpagpmfegtspnerlspddanfvdaihtftrehmglsvgikgpia 240
241 hydfypnggsfgpgchflelykhiaehglnaitgtikcahersvhpfidslghHSGLQSMGYQCSDMNSFSQIclsckkg 320
321 rcntlgydirkdrsgkskriflitragspfkvyhygfkigfingiekpveptftmsl IgtTKEEMQKIPITLGEGITSNt 400
401 ystlhitldkdigel i ITkFkwWENSAVWANVWNTVQT IMPWiephhsgli lktiwvkagetqgqrmtfcCPENLDDLQLHP 480
481 TQEKfvncevksk 493

Llpollpase

1 rdfidieskfALRTPEDPDEDTCHLIPGvaesvatchfnhssktfmvihgwTVTGMYESWVPKLVAALYKREPDSNvivv 80
81 dwLTRAQQHYPVSAGYTKLvggdvarfinwmeeefnypldnvhllgyslgahaaGIAGSLTNKKVNRitgldpagpnfey 160
161 aeapsrlspddadfvdvIhtFtRGSPGRSIGIQKPVGHVdiypnggtfgpgcnigeairviaerglgdvdglvkeshers 240
241 ihlfidslIneenpskayrcsskeafekglclscrknrcnnlgyeinkvrakrsskmylktrsqgmpykvfhyqvk IHFSG 320
321 TENXTHTNQAFeislygtvaesenipftlpevstnktysfliytevdigel ImlklkwksdSYFSWSDWWSSPSFGIQKi 400
401 rvkagetgkkvifcsREKVSHLQKGKEEVVFVKCHDKSLNnkksg 444

Pancl ipase

1 1l1lgavagsEVCYDRLGCFSDDKPWAGGTVERPLKVLPWpstintrfFLLYTNENPNNYQvtadDPSTIKASNFQTDRKr 80
81 Tiihgyi IDKGEENWLSDMCKNMFQVEvNCcCICVDWKGGSRTTYTQAAQNrvvgaevayfvdalgsglgyspsnvhiigh 160
161 slgshvageagrrtngnigritgldpaepcfqgtpelvridpsdagfvdvihtdDAAP I IPFLGFGMSQTVGIdTfpngg 240
241 vempgcgkniisqivdingiwegtrdfaacnhlrsykyyidsilnptgfagfscssyntfssnncfpcasggcpgmghya 320
321 drfsgktnelfgqfylntgdasnfsrwryqiavtlsgrkvtghvlvslygsggtskqyeiykgslgpgtsyvnqidsdvd 400
401 vgdiekvkfiwynniinptlpkvgassigvtrndgrvfnfFCSSDTVREDVLLTLYP 457

Tag lipase

1 TgtlglsdpsTIQNCNFNHSRKTRF I IHGW i DGGEENW I PDMCKAMTqveevnc ICVDWLSGAQQHYTQAannvRIVGAE 80
81 VAYFINWLEEEFGYsasNVHLIGHSLGAHAAGEAGSrtpglgritgldpveanfegtpeevridpsdadfvdvihtdaap 160
161 lipflgfgtngmvghfdffpngggympgckknalsqivdidgiwsgtrdfvaCNHERSYHYY IDSILNpdgfaaypcasy 240
241 rdFEKNKCFPCPKGGCPQMGhyadkfanntsvepgkfflintgeakPFKRWHYQVKITFSGQtvtggvkvsIfgsngntrg 320
321 cdifrgiikpgaTHSFEIDTDVDVGELQKVKFLWnnhvvnpsfp 364

Al comparar las secuencias consenso sefialadas en las Tablas 11, 12 y 13 se
observa que los dominios presentan mayor numero de regiones conservadas, como
también, una mayor longitud de estas respecto de las familias y bloques de lipasas. Sin
embargo, se debe considerar el nimero de secuencias con que se construyé cada
secuencia consenso (e.g., el dominio HSL_N se construy6 en base a dos secuencias de
lipasas sensibles a hormona, el dominio CVT17 se construyd utilizando tres secuencias)
y también el método con el que se generd la secuencia consenso (i.e., modelos ocultos
de Markov o fraccion aminoacidica).

Se comparO los dominios con las familias de lipasas (Figura 26). Como se
observa en la Figura 26, las familias lipasa pancreatica y lipasa hepatica contienen el
dominio lipase. En el caso de las lipasas pancreaticas el dominio lipase presente contiene

los aminoacidos del sitio activo (Al, A2 y A3) y los aminoacidos que conforman la
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cavidad oxianiénica (O1 y O2), en cambio en la familia lipasa hepatica el dominio lipase
no contiene el residuo de histidina del sitio activo (A3). En la Figura 26 también se
observa que las familias lipasa géastrica y lipasa acida lisosomal contienen el dominio
abhydro_lipase. En ambas familias el dominio contiene sélo el residuo O1 de la cavidad
oxianiénica. En el caso de los bloques de lipasas seleccionados, todos los bloques

excepto heplipase contienen el dominio lipase.

Familia de lipasas pancreéticas:
R 1148

O1 AIO2A2 A3

Familia de lipasas géstricas:

1 m ! — 1108

O1 AlO2 A2 A3

Familia de lipasas &cidas lisosomales:
1

T T 751
0Ol A102 A2 A3

Familia de lipasas hepaticas:
1¢ | 14
Ol AJA2 A3
02

Figura 26. Esquema de los dominios presentes en las diferentes familias de lipasas.
Se indica los dominios observados en las familias de lipasas (dominio lipase en rojo y
dominio abhydro_lipase en azul) y ademas la distribucion de los residuos de la cavidad
oxianionica (O) y del sitio activo (A). Se indica la longitud aminoacidica de cada
familia de lipasas.

En la Tabla 12 se observa ademéas que las familias de lipasas contienen varias
secuencias conservadas distribuidas a lo largo de la secuencia consenso, sin embargo, la
mayoria de las secuencias conservadas presentaron una pequefia longitud o

alternativamente los aminoacidos conservados se encontraron separados por pequefias
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regiones no conservadas o de baja conservacion. Incluso los aminoacidos del sitio activo
(triada catalitica) y de la cavidad oxianiénica se encuentran dentro de zonas poco
conservadas o bien dentro de zonas conservadas cortas. En la Tabla 13 se observan
también varias regiones conservadas dentro de los bloques de lipasas, de longitud media
(ca. 10 aminoacidos), sin embargo, s6lo unas pocas secuencias conservadas contienen a

los aminoacidos de la triada catalitica o de la cavidad oxianionica.

01
v
PL 185 ITHG 193 . i ) e
HL 77 p IYHG 96 Primer residuo de cavidad oxianionica
LAL 336 PVVXLCHGL 354
GL 515 VVXLXHGL 522
Al

HL 165 VHLIGYSLGAHXXG 178 . o . .
oL 277 Vi ICHSLGAH G 593 Residuo nucle_oflllco del sitio actl\{o y
LAL 429 VYXGHSQGTTY"F 447 segundo residuo de la cavidad
GL 667 Y GHSQGTT  “F 680 oXianidnica

A

02

A2

v
PL 307 Gl.-DPAXP 312 ) . . )
HL, 195 Gl DYAYP 201 Residuo acido del sitio activo
LAL 623 GX DXL DV 634
GL 877 GXXDXL DV 888

A3
v

PL 411 CNHLRS 417
HL 282 CAHERS 288 Residuo histidina del sitio activo
LAL 657 XXHXDF 665
GL 911 XXHXDF 918

Figura 27. Sitio activo y cavidad oxianionica de las familias de lipasas
seleccionadas. Se muestra los alineamientos correspondientes a las secuencias que
contienen los amino&cidos del sitio activo (A1, A2 y A3) y la cavidad oxianionica (Ol y
02) para las familias lipasa pancreatica (PL), lipasa hepatica (HL), lipasa acida
lisosomal (LAL) y lipasa géstrica (GL). En rojo y azul se destacan los aminoacidos mas
conservados. Las posiciones estan referidas a la longitud aminoacidica de cada familia.
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En la Figura 27 se muestra en mayor detalle las secuencias que contienen la
triada catalitica y la cavidad oxianionica. Se observa que el primer residuo de la cavidad
oxianiénica (O1) corresponde a un residuo hidrofébico vecino al dipéptido HG. Este
residuo O1 esta rodeado por unos pocos residuos conservados (indicados en rojo y azul).
El residuo nucleofilico para las familias de lipasas examinadas corresponde a serina
(A1) contenida en la secuencia consenso GXSXG, donde ademaés el residuo de glicina
conservado méas proximo al extremo C-terminal corresponde al segundo residuo de la
cavidad oxianionica (02). El residuo acido corresponde a aspartico en las familias de
lipasas seleccionadas. En el caso de las familias lipasa pancreética y lipasa hepatica el
residuo &cido se encuentra vecino al dipéptido GL, en cambio para las familias lipasa
gastrica y lipasa acida lisosomal esta flanqueado por una glicina N-terminal y por el
dipéptido DV C-terminal. En general el residuo &cido esta dentro de una secuencia poco
conservada. La histidina del sitio catalitico esta préxima al dipéptido DF formando parte
de la secuencia consenso HXDF para las familias lipasa gastrica y lipasa &cida
lisosomal. A pesar que las familias lipasa pancreatica y familia hepatica contienen un
residuo de histidina dentro de la secuencia consenso HXDFXPNGG que contiene a la
secuencia HXDF, ésta no participa del sitio activo, sino un residuo de histidina
contenido en la secuencia consenso CXHXRS (se utiliz6 las secuencias consenso de los
bloques de lipasas para una mejor claridad). Esta diferencia podria deberse a las distintas
funciones que realizan, como también, a las condiciones en que Ilevan acabo la catalisis
(e.g., las familias lipasa gastrica y lipasa &cida lisosomal tienen pHs dptimos &cidos).

El andlisis de las secuencias consenso involucradas en la catalisis muestra que las
familias lipasa géstrica y lipasa acida lisosomal estan relacionadas y de igual forma las

familias lipasa pancredtica y lipasa hepatica.
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Disefio de partidores para la amplificacién de probables genes de enzimas lipoliticas
de krill.

Se disefid un nuevo conjunto de partidores especificos no degenerados para la
identificacion de probables genes de enzimas lipoliticas de krill.

Se utiliz6 la base de datos CDD para la obtencion de los alineamientos
correspondientes a dominios relacionados con lipasas (Figura 28). En la Figura 28 se
muestra la pagina de resultados de bdsquedas de dominios en CDD, ademas se muestra
la pagina que entrega la informacion de los dominios (una breve descripcion, taxonomia,
acceso a estructuras 3D disponibles, etc.).

La busqueda arroj6 16 dominios: abhydro_lipase, Aes, ArpD, COG1647,
COG3675, CVTL17, esterase_lipase, HSL_N, LIP, lipase3_N, lipase, lipase_2, lipase_3,
lipase_chap, lipase_GDSL y PLAT. De estos dominios se seleccionaron aquellos cuya
clasificacion taxonémica correspondiera a organismos eucariontes: abhydro_lipase,
CVT17, esterase_lipase, HSL_N, lipase, lipase3_Ny PLAT (Tabla 14).

En la Tabla 14 se indica la informacién extraida para cada dominio seleccionado,
asi como el nimero de secuencias aminoacidicas alineadas utilizadas para la
construccion de los dominios. También se sefiala el largo aminoacidico del dominio, la
cantidad de aminoacidos conservados (longitud conservada) y el nUmero de zonas en
que estadn distribuidos los aminoacidos conservados (zonas conservadas). Se
seleccionaron las regiones altamente conservadas obtenidas del alineamiento multiple de
las secuencias aminoacidicas proporcionadas por CDD, las que se utilizaron en
busquedas BLASTp opcién “search for short, nearly exact matches” (utilizando los
pardmetros definidos por defecto), con el fin de seleccionar aquellas secuencias con una

alta identidad con lipasas [Korf et al., 2003].
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Por medio de la base de datos LED se obtuvieron los alineamientos
correspondientes a familias de lipasas (Figura 29). En la Figura 29 se muestra la pagina
de inicio de LED, la pagina que contiene el indice de familias y se muestra ademas la
pagina de los alineamientos de los miembros de las familias seleccionadas. Se trabajé
con aquellas familias relacionadas con el proceso de digestion: lipasa gastrica, lipasa

hepética, lipasa &cida lisosomal y lipasa pancreatica (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis de las secuencias consenso de las familias de lipasas
seleccionadas. Se sefialan algunas caracteristicas para las familias de lipasas
seleccionadas como las secuencias que conforman la familia, el largo del alineamiento
(aminoacidos, aa), el nimero y longitud de las zonas conservadas (aminoacidos) dentro
del alineamiento.

Zonas Conservadas

Familia Secuencias Alineamiento Numero  Longitud
Lipasa géstrica 50 1108 aa 47 8
Lipasa hepética 10 514 aa 24 11
Lipasa acida lisosomal 25 751 aa 35 7
Lipasa pancreética 54 1148 aa 40 9

En la Tabla 15 se indican las caracteristicas de las familias seleccionadas, como
el nimero de secuencias aminoacidicas que conforman la familia, el largo total del
alineamiento, el nimero y largo maximo de las zonas en que estan distribuidos los
aminoacidos conservados. A partir de los alineamientos maltiples proporcionados por
LED se determinaron las secuencias aminoacidicas consenso que se utilizaron en
busquedas BLASTp para seleccionar aquellos péptidos con alta identidad a lipasas [Korf

et al., 2003].
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Blocks WWW Server proporciond informacion de regiones conservadas o
blogues de las lipasas (Figura 30). En la Figura 30 se detallan los pasos para la obtencion
de las regiones conservadas y la utilizacion de CODEHOP para el disefio en linea de
partidores. Se realiz6 la busqueda de lipasas y se seleccionaron aquellos bloques
relacionados con lipasas asociadas al proceso de digestion: heplipase, lipolipase,

panclipase y taglipase (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis de las secuencias consenso de bloques de lipasas seleccionadas.
Se sefialan algunas caracteristicas como las secuencias que conforman cada bloque, el
namero y longitud de las zonas conservadas (aminoécidos) dentro del alineamiento.

Bloques
Bloque Funcion Secuencias Numero Longitud
Heplipase IPB002333 Lipasas hepéticas 6 9 13-20aa
Lipolipase IPB002330 Lipoproteina lipasas 18 8 13-25aa
Panclipase IPB002331 Lipasas pancreaticas 23 8 17-20 aa
Taglipase PR0O0821 Triacilglicerol lipasas 30 9 15-22 aa

En la Tabla 16 se indican las caracteristicas de los blogues seleccionados como el
namero de secuencias aminoacidicas con que se construy6 el alineamiento, el nimero y
largo de los blogues. A diferencia de las bases de datos anteriores Blocks WWW Server,
permite la seleccion de los bloques y el disefio en linea de partidores a través de la
herramienta CODEHOP. Se construyeron los partidores para los bloques seleccionados

utilizando los parametros definidos por defecto por CODEHOP.
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Las secuencias aminoacidicas obtenidas de CDD y LED, y seleccionadas
mediante BLASTp se convirtieron en secuencias oligonucleotidicas, las que en conjunto
con las proporcionadas directamente por CODEHOP se utilizaron en budsquedas
BLASTnN “search for short, nearly exact matches” para seleccionar aquellas secuencias
con una alta identidad con lipasas o relacionadas a ellas. Se construy6 un conjunto de 70
secuencias oligonucleotidicas. Posteriormente se examind para cada secuencia que
cumpliera con los requerimientos para el disefio de partidores, es decir, se seleccionaron
aquellas secuencias con un contenido de GC en el rango 35-60%, temperatura Tm en el
rango 40-75°C, una longitud de 20-25 nucleétidos y que presentaran la menor formacion
de estructuras secundarias (i.e., dimeros y horquillas) [Rychlik, 1993; Chen et al., 2002;
Hyndman y Mitsuhashi, 2003]. Varias de las secuencias seleccionadas de los
alineamientos fueron descartadas en el analisis de identidad y varias otras secuencias
fueron descartadas por no cumplir los requerimientos para el disefio de partidores.
Finalmente se seleccionaron 8 partidores de sentido directo que se utilizaron en conjunto
con el partidor reverso AUAP para la amplificacion de probables genes de lipasas (Tabla
17).

Brevemente, se disefiaron los partidores EL para la identificacion de secuencias
relacionadas con el dominio esterase_lipase, el partidor GL para la inspeccién de lipasas
gastricas, el partidor HL para la deteccion de lipasas hepaticas, el partidor LAL para
secuencias tipo lipasas acidas lisosomales y los partidores PL para la identificacion de

secuencias relacionadas con lipasas pancreéticas.
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Tabla 17. Partidores disefiados para la busqueda de probables genes de lipasas de
krill antartico. Secuencias obtenidas del analisis de dominios, familias y bloques de
lipasas.

Nombre Secuencia (5’-3") Funcion codificada

EL1 CTGCCGGTGATGGTGTGGATTCATGG sitio de unién a sustrato

EL2 CTATCGCCTGGGCGTGCTGGGCTTTCTG entre sitios de unién a sustrato

EL3 CCTGCCGGTGATGGTGTGGATTCATGG  sitio de unidn a sustrato

GL GGCTATGATGTGTGGCTGGGCAAC cercano a cavidad oxianionica y
sitio de glicosilacion

HL TCTCCATCTTCCTGGTGTTCTGYAT péptido senal

LAL  TTTGATGTGTGGATGGGCAACAGC cercano a cavidad oxianionica y
sitio de glicosilacion

PL1 GACATGTGCAAGAACATGTT cercano a cav_ld_ad _Oxianionica
dentro de dominio lipasa

PL2 AAAACCCGCTTTATTATTCATGG cavidad oxianiénica

Determinacion y analisis de las secuencias aminoacidicas/nucleotidicas de enzimas
lipoliticas de krill.

En base a que KL2 presentd una mayor actividad lipasa especifica, un proceso de
purificacién simple que consistid de una etapa de separacion cromatografica y que
permitié obtener un mayor volumen de trabajo respecto de KL1, se seleccion6 para su
secuenciacion a través de espectrometria de masa en la Plataforma de Anaélisis y
Microsecuenciacion de Proteinas del Instituto Pasteur. Se obtuvo tres secuencias de 15
aminoéacidos cada una. Se examind la similitud de las secuencias con enzimas lipoliticas
en diferentes bases de datos a través de BLAST (NCBI, LED y ESTHER). En la Tabla

18 se muestran los resultados de andlisis de similitud.
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Tabla 18. Analisis de las secuencias obtenidas de KL2 en bases de datos. En NCBI se
utilizoé la herramienta BLASTp opcidn “search for short, nearly exact matches”. En LED
se utiliz6 la herramienta BLAST disponible. En ESTHER Database se utilizé la
herramienta BLASTp estableciendo los parametros de busqueda para secuencias cortas.

NCBI
Score Valor
Secuencia Funcién Fuente (bits) E Identidad
SSVTIPDIPSFDFIK E“b“”'qaq 3 Cancermagister 405 0.006 80%
emocianina
LVIQWDTDNISFEFD ~ Précursor Vibrio cholerae 261 92  100%
ompW
I IQHEGYVSATISND  tripsina Marsupenaeus 354 021 80%
japonicus
LED
Score Valor
Secuencia Funcion Fuente (bits) E Identidad
SSVTIPDIPSFDFIK lipasa gastrica  Mus musculus 21 8.3 72%
LVIQWDTDNISFEFD  sin resultado
1 IQHEGYVSATISND  sjn resultado
ESTHER Database
Score Valor
Secuencia Funcion Fuente (bits) E Identidad
SSVTIPDIPSFDFIK  o/p-hidrolasa ~ Candida 23 29 85%
lipolytica
probable prolil- Proteobacterium 0
LVIQWDTDNISFEFD endopeptidasa  EBAC31A08 24 1.2 85%
I IQHEGYVSATISND lipasa Homo sapiens 24 1.2 85%

Las busquedas BLAST de similitud de las secuencias aminoacidicas en las

diferentes bases de datos examinados no proporcionaron antecedentes concluyentes

sobre la similitud de KL2 con enzimas lipoliticas.

Complementario al trabajo de caracterizacion y secuenciacion de enzimas

lipoliticas purificadas de krill, se realizé el trabajo de identificacion de probables genes

de enzimas lipoliticas de krill. En una primera aproximacion se utilizaron los partidores
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OXF/ACR, descritos en la literatura para la inspeccién de genes de lipasas en muestras
de DNA genoémico ambiental [Bell et al., 2002]. El partidor OXF (Tabla 1) reconoce la
secuencia consenso de la cavidad oxianiénica y el partidor ACR reconoce la secuencia
consenso para el sitio activo (Tabla 1).

Se utilizaron distintas combinaciones de los partidores OXF/ACR sobre cDNA
de krill preparado a partir de RNA total o mRNA poliA. Se obtuvieron amplificados del
tamafno esperado de 180-330 pb (Figura 31). Los amplificados se obtuvieron
principalmente para el partidor OXF1 en conjunto con los partidores ACR1, ACR2 y
ACR3 vy para la pareja de partidores OXF2/ACR1. Adicionalmente las amplificaciones
resultaron bastantes limpias, por lo que las reacciones de PCR se utilizaron directamente

para la ligacion de los amplificados al vector pPGEM-T easy y su posterior clonamiento.

Figura 31. Andlisis de los productos de PCR sobre cDNA de krill utilizando
distintas combinaciones de los partidores OXF/ACR. Se indica el producto de la
amplificacion dentro del rango de tamafio esperado de 180-330 pb (flecha).
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En la Tabla 19 se muestra los resultados obtenidos del analisis de similitud en
distintas bases de datos de las secuencias obtenidas de la amplificacion con los

partidores OXF/ACR.

Tabla 19. Analisis de las secuencias amplificadas con los partidores OXF/ACR en
bases de datos. Las secuencias obtenidas por reaccion de amplificacion utilizando
diferentes combinaciones de los partidores OXF/ACR se examinaron en tres bases de
datos para establecer su identidad. Para los analisis se utilizo las herramientas BLASTx
de NCBI, FASTAX de EBI y BLASTx de ESTHER Database.

NCBI

Secuencia Funcion Fuente Score (bits) Valor E Identidad
gégé Eirggetiér;ﬁ:a Candida albicans 34.3 13 29%
ACRS hipotética e troglodytes B4 IET 6%
EBI

Secuencia Funcion Fuente Score (bits) Valor E  ldentidad
gégé metalotioneina gn??r?g;rs]us 3E-12 71%
gégé Eirggiiér,:ﬁ:a Rattus norvegicus 3E-20 62%
ESTHER Database

Secuencia Funcion Fuente Score (bits) Valor E  Identidad
ACR?  hidralasa faremica 5 20 4
O amnompites OO T o

Los analisis no muestran datos concordantes sobre las similitudes de las
secuencias entre las diferentes bases de datos examinadas (NCBI y EBI), ademas se
observé similitud a proteinas hipotéticas sin funcién asignada. Por otra parte el analisis
en la base de datos ESTHER muestra una baja similitud de la secuencias con enzimas

lipoliticas (valor E > 1.0).
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Los partidores disefiados (partidores con sentido) se utilizaron en conjunto con el
partidor AUAP (partidor reverso) para la amplificacion de probables genes de lipasas de
krill desde cDNA preparado a partir de mRNA poliA. El resultado de las
amplificaciones PCR se muestra en la Figura 32. Sélo para los partidores PL1y PL2 se
obtuvieron amplificados dentro del intervalo de tamafio esperado (700-1300 pb). Sin
embargo, debido a que las amplificaciones con los distintos partidores fueron bastantes
limpias (se observa un bajo niamero de amplificaciones con cada partidor), se purificaron

a partir de un gel de agarosa para su posterior clonamiento y secuenciacion.

_I i Z:I =
Th SR T T
506— > o -
> ' <
298—

Figura 32. Analisis de los productos de PCR sobre cDNA de krill utilizando los
partidores disefiados. Se muestra para los distintos partidores disefiados las
amplificaciones obtenidas a partir de cDNA de krill. Con flechas se indica los
amplificados seleccionados para su posterior clonamiento.

Los resultados de los andlisis de similitud de las diferentes secuencias

amplificadas se indican en la Tabla 20.
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Tabla 20. Analisis de las secuencias amplificadas con los partidores disefiados para
la inspeccion de genes para lipasas. Las secuencias obtenidas por reaccion de
amplificacion utilizando los partidores disefiados se examinaron en tres bases de datos
para establecer su identidad. Para los analisis se utilizd las herramientas BLASTX de
NCBI, FASTAx de EBI y BLASTx de ESTHER Database.

NCBI
Score Valor
Secuencia Funcion Fuente (bits) E Identidad
EL1 probable proteina MLC1  Anopheles 547  1E-6 45%
gambiae
HL proteina ribosomal S3a gi;f:OStrea 143 2E-33 66%
LAL ENSANGP00000011882 Apis mellifera 77 2E-13 52%
pLi-1  Polipeptido 20 del Drosophila 131 2E-29 40%
complejo t virilis
PL1-2 sin resultado
PL2 proteina hipotética Guillardia 42.4  0.017 23%
theta
EBI
Score Valor
Secuencia Funcién Fuente (bits) E Identidad
EL1 ENSANGP00000018154 /noPheles 5E-5  49%
gambiae
HL proteina ribosomal S3a ;:i;e?:ostrea TE-27 62%
LAL  probable ATPasa Tetraodon OE-10  55%
nigroviridis
PL1-1 pollpep_tldo 20 del D_rpgophlla AE-37 57%
complejo t virilis
PL1-2 proteina hipotética _Schlst_osoma 0.0043 73%
japonicum
PL2 proteina MURF1 Leishmania 0077 25%
tarentolae
ESTHER Database
Score Valor
Secuencia Funcién Fuente (bits) E Identidad
EL1 oxireductasa/proteasa Aral_JldopS|s 25 4.2 36%
thaliana
HL hidrolasa Rhodopirellula 27 13 30%
baltica
LAL pn47p Pharbitis nil 26 0.83 54%
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Synechocystis

PL1-1 esterasa sp 26 4.8 47%

PL1-2 glucosa aciltransferasa Solanum . 26 1.1 35%
berthaultii

PL2 proteina hipotética Plas_modlum 31 0.18 30%
falciparum

El analisis de las secuencias en las bases de datos generales NCBI (a través de
BLAST) y EBI (a través de FASTA) no muestra similitud con secuencias de enzimas
lipoliticas (Tabla 20).

Las secuencias obtenidas utilizando los partidores HL y PL1 mostraron
concordancia entre las bases de datos NCBI y EBI y corresponderian con una alta
probabilidad (bajo valor E < 0.001) a la proteina ribosomal S3a y al polipéptido 20 del
complejo t, respectivamente. La proteina ribosomal S3a estaria relacionada con la
regulacion de la sintesis de proteina en situaciones frente a dafio de DNA. EI péptido 20
del complejo t tendria la funcion de chaperonina activada por estrés en respuesta al frio.

Las secuencias obtenidas para los partidores EL1, PL2 y LAL no mostraron
correspondencia entre las bases de datos NCBI y EBI. Sin embargo, la secuencia
amplificada con EL1 muestra una alta probabilidad de corresponder a una proteina
MLC1, cuya funcion seria de canal cationico (NCBI). La secuencia obtenida para PL2
corresponderia a una proteina MURF1, proteina muscular cuya funciéon seria de
ubiquitina-ligasa (EBI).

El analisis de las secuencias amplificadas en la base de datos ESTHER muestra
que la mayoria de las secuencias presentaron una muy baja probabilidad de corresponder
a enzimas lipoliticas (bajo valor de score y alto valor E > 1.0), excepto las secuencias

amplificadas con los partidores LAL y PL2 que presentaron valores E menores a 1, sin
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embargo, éstos no son confirmatorios de similitud con enzimas lipoliticas. El porcentaje
de identidad obtenido para la secuencia amplificada con PL2 (30%) sugeriria la

presencia de alguna regién similar con una proteina hipotética tipo enzima lipolitica.
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DISCUSION

Separacion y obtencidn de enzimas lipoliticas de krill antartico.

Determinacion de los ensayos enzimaticos para la deteccién de actividad lipolitica y
actividad lipasa.

Previo al trabajo de purificacion de cualquier enzima, es necesario un adecuado
ensayo enzimatico de modo de tener un medio de cuantificacion de la actividad en el
proceso de purificacién, como también, para evaluar las caracteristicas de la enzima
purificada bajo diferentes condiciones. El ensayo de actividad lipasa inicialmente
utilizado en el trabajo de esta tesis se basé en el protocolo descrito por Abrami¢ et al.
(1999). Este ensayo se utilizo para la cuantificacion de la actividad lipasa del extracto de
krill tratado con sulfato de amonio en diferentes porcentajes de saturacion y
principalmente en la deteccion de la actividad lipasa en las distintas fracciones obtenidas
de diferentes separaciones cromatogréficas realizadas en experimentos preliminares. El
ensayo presentd una serie de inconvenientes que se relacionaban con la velocidad de
hidrélisis no enzimética y la baja reproducibilidad en las lecturas de absorbancia
(hidrdlisis inicial). A pesar que este ensayo (en cubeta) presentd una baja velocidad de
hidrélisis no enzimatica (4,8+2,2x10° pmoles de p-nitrofenilpalmitato/min/mL), se
observé que la absorbancia decaia en el tiempo, probablemente como consecuencia de la
precipitacion de material insoluble en la mezcla de ensayo. Estos inconvenientes
llevaron a la incorporacion de Triton X-100 (detergente no i6nico) y goma arabica
(agente emulsificante) [Tiss et al., 2001] en la mezcla de ensayo, descritos en diferentes
protocolos de actividad lipasa que utilizan p-nitrofenilpalmitato como sustrato [Maia et
al., 2001] y a la eliminacion de desoxicolato de sodio (detergente anionico) [Shilnikov et

al., 1987]. Estas modificaciones disminuyeron la hidrdlisis no enzimatica y mejoraron la
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reproducibilidad en las lecturas de absorbancia. Gupta et al., (2003) describieron
inconvenientes similares en la utilizacion del ensayo enzimatico con p-
nitrofenilpalmitato. Segln estos autores la baja reproducibilidad de las lecturas de
absorbancia se deberia a dos factores, una solubilizacion incompleta del sustrato en la
solucién tampdn que causaria turbidez en la mezcla de reaccion o podria ser también
consecuencia de la baja solubilidad en la mezcla del ensayo de los &cidos grasos
liberados durante la reaccion enzimatica. Los autores proponen que la utilizacion de

Triton X-100 como agente dispersante minimizaria la turbidez.

Evaluacion de los procedimientos de autolisis y homogenizacion para la preparacion
del extracto de krill.

Se examind la preparacion del extracto enzimatico a través de los procedimientos
de autolisis (extraccion fisicoquimica) y homogenizacion (extraccion mecanica) de
manera de establecer el procedimiento mas adecuado de preparacion del extracto en
funcion de parametros como la actividad lipolitica/lipasa, proteina, presencia de lipidos
y simplicidad del procedimiento.

El proceso de preparacion del extracto de krill mediante autolisis es en si mismo
una etapa del proceso de purificacion, debido a que muchas proteinas presentes son
degradadas enzimaticamente. Es también una etapa selectiva que permite seleccionar
aquellas proteinas, o parte de ellas, que resultan resistentes a la degradacién por
proteasas.

Se examino el efecto de la temperatura y del tiempo de aut6lisis sobre la cantidad
de proteina (Figura 5) y actividad lipasa especifica (Figura 6). Un mayor tiempo de

autolisis permite una mayor degradacion, por lo que inicialmente aumentaria la cantidad
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de proteina hasta alcanzar un maximo, para luego disminuir en el tiempo. Esto es lo que
se observa en los procesos de autdlisis en las diferentes temperaturas ensayadas. Por otra
parte, para iguales tiempos de aut6lisis se observa que la cantidad de proteina disminuye
al aumentar la temperatura de 5 a 40°C. Esto podria explicarse basado en la observacion
que la mayoria de las enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas presentan una
temperatura Optima de actividad dentro del rango de 25-45°C [Marshall, 1997; Gerday et
al., 1997; Huston et al., 2000; Mayordomo et al., 2000]. En el caso del krill, diversos
estudios han determinado las temperaturas Optimas para diferentes enzimas digestivas,
por ejemplo, la enzima endo-(1—3)-B-D-glucanasa tiene una temperatura Optima de
65°C [Turkiewics et al., 1985], la actividad proteinasa presenta una temperatura 6ptima
de 40°C [Turkiewics et al., 1986], la actividad péptido hidrolasa de 50°C [Osnes y Mohr,
1985; Ellingsen y Mohr, 1987] y las actividades caseinoliticas y tripsinoliticas de 50°C
[Osnes y Mohr, 1985; Salamanca, 2002]. Por lo tanto los resultados observados podrian
explicarse por un aumento en la actividad de las enzimas digestivas, que al incrementar
la temperatura estarian mas cercanas a su 6ptimo de actividad.

El efecto de la temperatura y del tiempo de aut6lisis sobre la actividad especifica
en el extracto no sigue un comportamiento claro (Figura 6). Los datos muestran que el
tiempo en que se alcanza la maxima actividad especifica aumenta con la temperatura.

Junto a la determinacién de la cantidad total de proteina y de la actividad lipasa
especifica, se estudié el pH de los diferentes autolisados (datos no mostrados),
observandose que en general el pH aumenta al incrementar el tiempo de autdlisis y que
para cada tiempo utilizado, el pH aumenta con el incremento de la temperatura. El
aumento del pH favoreceria la actividad enzimética degradativa. Para krill se ha descrito

que la actividad proteinasa presenta un pH éptimo de 6 [Turkiewics et al., 1986], la
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actividad péptido hidrolasa un pH 6ptimo en el intervalo 7-8 [Osnes y Mohr, 1985], la
actividad tripsinolitica un pH 6ptimo de 9 pero estable dentro del intervalo de pH 7,5-10
[Barria, 2004] y las actividades caseinoliticas y carboxipeptidasa B un pH 6ptimo de 7
[Barria, 2004]. También es necesario considerar que los aminoacidos productos de la
degradacion de las proteinas pueden sufrir reacciones de desaminacién que llevan a un
aumento en la acumulacion de amonio en los autolisados aumentando el pH [Ellingsen y
Mohr, 1987].

El aumento de la temperatura en combinacion con el aumento del pH
favorecerian la desnaturacion de las proteinas y su degradacion, tanto enzimatica como
espontanea [Geiger y Clarke, 1987; Brennan y Clarke, 1993; Athmer et al., 2002].

La seleccion de las condiciones éptimas de aut6lisis debe combinar la obtencién
de una alta actividad y de una baja cantidad total de proteina (alta actividad especifica).
Se estimaron como condiciones Optimas de autolisis 24 h a 40°C, ya que proporcion0

una alta actividad lipasa especifica (una baja cantidad total de proteina y alta actividad).

El contenido de lipidos totales de Euphausia superba Dana varia entre 15 a 30%
del peso seco incrementando con la madurez de los organismos [Falk-Petersen et al.,
2000; Hagen et al., 2001; Ju y Harvey, 2004]. Debido a que los lipidos pueden llegar a
representar una alta proporcion del peso seco, se realizaron estudios para determinar si la
eliminacion de los lipidos presentes en el extracto facilitaria la purificacion de lipasas.
La presencia de lipidos y pigmentos en las muestras puede causar una variedad de
efectos en el comportamiento de las proteinas que afectan directamente la separacion y
la purificacion. Las proteinas pueden adsorber lipidos y pigmentos sobre su superficie,

cambiando las propiedades superficiales de aquellas, afectando por ejemplo, las

110



separaciones electroforéticas [Boulter y Wang, 2001; Garavito y Ferguson-Miller, 2001]
o favoreciendo la formacién de agregados de proteinas [Lund et al., 1989; Taipa et al.,
1992; Garavito y Ferguson-Miller, 2001]. La presencia de lipidos en medios acuosos
puede también generar estructuras que adsorben y/o secuestran a las proteinas (e.g.,
micelas) [Garavito y Ferguson-Miller, 2001]. Para el caso de separaciones
cromatogréaficas estas interacciones entre lipidos y proteinas puede agregar equilibrios
adicionales y por tanto distorsionar la separacion cromatografica. También, los
contaminantes presentes en las muestras pueden interferir en el ensayo enzimatico,
favoreciendo la hidrolisis no enzimatica, como también, actuar como adsorbentes de
sustrato (que tiene carécter lipidico) o del producto formado afectando Ila
reproducibilidad de las mediciones.

Se examind el efecto de diferentes tratamientos para la remocién de lipidos y
pigmentos sobre la recuperacion de proteina y actividad (Tabla 5) respecto del extracto
enzimatico preparado por autolisis sin tratamiento. Se emplearon cinco tratamientos, de
los cuales cuatro permiten la recuperacion de proteina en forma nativa (precipitacion con
etanol, isopropanol, polietilénglicol y extraccion con cloroformo) y el quinto método
permite la recuperacion de proteina en forma inactiva (precipitacion con acido
tricloroacético). A pesar que los tratamientos con etanol, isopropanol y polietilénglicol
utilizan un principio similar para la precipitacion de proteina, que consiste en disminuir
la capacidad de solvatacion del medio y por lo tanto favorecen la agregacion de las
proteinas, mostraron comportamientos diferentes, tanto en la recuperacion de proteina
como de actividad. Al favorecer la agregacion de las proteinas y su posterior
precipitacion, los tratamientos con etanol, isopropanol y polietilénglicol inducen también

la agregacion de otros componentes del autolisado, que pueden ser adsorbidos en la
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superficie de las proteinas o las proteinas asociarse a ellos. La presencia de estos
contaminantes se aprecia visualmente después de los tratamientos. Los tratamientos con
etanol, isopropanol, polietilénglicol y TCA constituyen métodos indirectos de remocion
de lipidos y pigmentos, puesto que en realidad remueven las proteinas del extracto. En
cambio, el tratamiento con cloroformo remueve directamente los lipidos y pigmentos
por medio de su efecto de extraccion por solvente, sin embargo, las enzimas lipoliticas y
principalmente las lipasas, son proteinas que se caracterizan por interactuar con una
interfase, por lo que pueden ser removidas por el tratamiento con cloroformo, lo que
podria dar cuenta de la pérdida de actividad lipolitica. El tratamiento con etanol permitid
la mayor recuperacién de proteina respecto del autolisado sin tratar, en cambio, el
tratamiento con polietilénglicol permitid la mayor recuperacion de actividad. Sin
embargo, la inspeccion visual del tratamiento con cloroformo mostré la eliminacion de
la caracteristica coloracion rosada presente en los diferentes tratamientos, optandose por
el tratamiento con cloroformo para la eliminacion de los interferentes presentes en el

autolisado.

La precipitacion de un extracto mediante la adicion de sales neutras como sulfato
de amonio, es el método mas cominmente usado en el fraccionamiento de proteinas y
basa su capacidad de separacién en las diferencias de solubilidad en agua de las
proteinas. Las proteinas asi precipitadas usualmente no se desnaturan y su actividad se
recupera al resuspender la pella. Ademas, el sulfato de amonio estabiliza las proteinas
evitando la desnaturacion y protedlisis.

Se realizaron fraccionamientos cada 10% de saturacién de sulfato de amonio y se

examind la recuperacion de proteina y actividad (Figura 7) respecto del autolisado sin
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tratar. Se encontr6 que el fraccionamiento en el intervalo 0-50% de saturacion de sulfato
de amonio concentra 85,5+17,0% de la proteina total y 75,9+4,1% de la actividad lipasa
total. En un estudio realizado anteriormente sobre el efecto que el fraccionamiento con
sulfato de amonio tiene sobre diferentes actividades proteoliticas presentes en el
autolisado de krill, se encontr6 que las actividades tripsina y carbopeptidasa A se
concentran en el intervalo 50-80% de saturacion de sulfato de amonio, fraccion que
retiene 86 y 85% de las actividades respectivamente [Salamanca, 2002]. Las actividades
aminopeptidasa y carbopeptidasa B se concentran en el intervalo 40-80% de saturacion
reteniendo 80 y 90% de las actividades respectivamente [Salamanca, 2002]. De estos
resultados se deduce que la fraccion 0-50% de saturacion tendria una bajo porcentaje de
actividad proteolitica contaminante. El fraccionamiento de la actividad lipasa en el rango
0-40% de saturacion permitiria la disminucion al méximo de la actividad proteolitica y
proporcionaria una alta recuperacion de actividad lipasa de 66,9+4,2%.

Se realizd el mismo estudio del efecto del fraccionamiento con sulfato de amonio
sobre un extracto enzimético preparado mediante autdlisis y tratado con cloroformo para
la remocion de lipidos y pigmentos. La distribucion de la recuperacion de proteina y
actividad se vio claramente afectada, presentandose la mayor recuperacion de proteina
en el intervalo 30-70% (85,5+0,9%) de saturacién y la recuperacion de actividad en el

intervalo 30-80% (75,6£9,1%).

A diferencia del proceso de autdlisis, la preparacion de extracto enzimatico de
krill mediante homogenizacién corresponde s6lo a un proceso preparativo que no
involucra separacion o purificacion. Se examinaron las condiciones Optimas para la

preparacion de extracto enziméatico mediante homogenizacion.
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Se estudi6 el efecto de utilizar diferentes tampones en el proceso de
homogenizacién y se compar6 la recuperaciéon de proteina y actividad lipasa con los
obtenidos al realizar la homogenizacion en agua (Figura 9), principalmente porque el
tampdn de homogenizacion o el control del pH del extracto podria ser una herramienta
util para seleccionar ciertas enzimas de las posibles enzimas lipoliticas presentes en el
extracto. Los diferentes tampones permitieron una mayor recuperacion de proteina
respecto de la homogenizacion en agua, a excepcion de los tampones fosfato pH 6,
glicina/NaOH pH 9 y carbonato pH 10. Se observd que la pareja de tampones de pH 7 y
pH 8 permitieron una recuperacion similar de proteina. Para las parejas de tampones de
pH 6y pH 10 se observo la mayor diferencia en la recuperacion de proteina. En términos
generales no se encontrd una correlacion de la recuperacion de proteina en funcién del
pH de homogenizacién, excepto que para el mismo tampén (i.e., tampones Tris/HCI,
fosfato y glicina) un aumento del pH se correlaciona con un aumento de la recuperacion
de proteina. Desde el punto de vista de la actividad lipasa, ninguno de los tampones
utilizados permitio una recuperacion de actividad mayor a la obtenida para el proceso de
homogenizacién en agua. A excepcion de la pareja de tampones pH 6, las diferentes
parejas de pHs permitieron similares recuperaciones de actividad. No se observo una
relacion clara entre el pH y la recuperacion de actividad, sin embargo, para un mismo
tampdn (i.e., tampones Tris/HCI, fosfato y glicina) un aumento del pH permitié una
mayor recuperacion de actividad lipasa. Los patrones electroforéticos de actividad
lipolitica y lipasa no mostraron diferencias entre los extractos preparados por
homogenizacién en los diferentes tampones (datos no mostrados).

Al examinar el efecto del tiempo de homogenizacion sobre la cantidad total de

proteina y actividad especifica (Figura 10), se observé un aumento en la cantidad de
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proteina extraida al incrementar el tiempo de homogenizacion, lo que se explicaria
porgue un mayor tiempo de homogenizacién aumenta el material soluble liberado por el
proceso. En forma similar a lo observado en el proceso de autdlisis, la actividad lipasa
especifica alcanza un maximo en el tiempo, después de lo cual decae. Probablemente a
tiempos mayores de homogenizacion se incorpora mas material soluble, lo que agregaria
enzimas degradativas en mayor cantidad. También es posible que a mayor tiempo de
homogenizacion, se favorezca la desnaturacion de las enzimas lipoliticas. La seleccion
de las condiciones dptimas de homogenizacién también considera la obtencién de una
alta actividad especifica combinada con una baja cantidad de proteinas, condiciones
alcanzadas al realizar la homogenizacion durante 1 6 2 min.

Otro factor importante es la velocidad de homogenizacion. Se examino el efecto
de cinco velocidades de homogenizacion sobre la extraccion de proteina y actividad
lipasa (Figura 11). Se observo que a bajas velocidades la cantidad de proteina se
mantuvo constante, sin embargo, para una velocidad de 8.300 rpm la cantidad de
proteina decayd, al seguir aumentando la velocidad la cantidad de proteina comenzo a
aumentar hasta alcanzar un nivel de saturacion. Se observé que la actividad aumenta a
medida que aumenta la velocidad de homogenizacién hasta alcanzar un maximo para
una velocidad de 8.300 rpm. Sin embargo, a mayores velocidades la actividad decayo,
probablemente debido a desnaturacion durante el proceso de homogenizacion. La
velocidad de homogenizacién de 8.300 rpm se seleccioné como adecuada para el
proceso de homogenizacion, dado que permite la recuperacion de alta actividad lipasa

especifica.
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Se examind el efecto de diferentes tratamientos para la remocién de lipidos y
pigmentos sobre la recuperacion de proteina y actividad respecto del homogenizado sin
tratamiento (Tabla 7). A excepcion del tratamiento con &cido tricloroacético, los
diferentes tratamientos presentaron una recuperacion similar de proteina de ca. 12-18%,
siendo los tratamientos con isopropanol y polietilénglicol los que permitieron la mayor
recuperacion de proteina. Los tratamientos con etanol, isopropanol y polietilénglicol
utilizan un principio similar para la precipitacion de proteina. A diferencia de lo
observado para el tratamiento de autolisados, mostraron comportamientos similares en la
recuperacion de proteina, sin embargo, comportamientos diferentes en la recuperacion
de actividad lipasa. La diferencia obtenida entre los tratamientos para autolisado y
homogenizado probablemente esta relacionada con el contenido de pigmentos y lipidos

que presenta el autolisado respecto del homogenizado.

Las condiciones seleccionadas para la homogenizacion versus las condiciones
seleccionadas para la autdlisis, muestran que ambos procedimientos generan extractos
con similar actividad especifica. Sin embargo, la homogenizacion proporciona 2-3 veces
mas proteina total por masa de krill que la aut6lisis, debido a que la homogenizacién es
un proceso mecénico no selectivo de extraccion de proteina, a diferencia de la autolisis
que es un proceso fisicoquimico de extraccion de proteina que evita la incorporacion de
solidos mayores (e.g., tejidos, exoesqueleto, etc.). La ventaja de la homogenizacion es
que el tiempo requerido para la preparacion del extracto es menor que el tiempo
requerido en la autdlisis. Ademas, la comparacion de los patrones electroforéticos de
actividad lipolitica y lipasa entre los extractos obtenidos por homogenizacion y autolisis

muestran similitudes, lo que indicaria que ambos procesos permiten la recuperacion de
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las mismas enzimas lipoliticas (datos no mostrados). Finalmente no se descarté ninguno
de los procedimientos de preparacion del extracto, puesto que la autélisis permite la
seleccion de proteinas de mayor resistencia a la degradaciéon y la homogenizacion un

menor tiempo de preparacion.

Caracterizacion preliminar de las enzimas lipoliticas presentes en el extracto de krill.

La caracterizacion por medio de filtracion en geles de las enzimas lipoliticas de
la fraccion 20-30 y 30-40% de saturacion con sulfato de amonio reveld que la actividad
lipasa se origina en proteinas de masa molecular en el rango 65,7-90,5 kDa. En el corte
40-50% la actividad lipasa esta asociada con proteinas de masa molecular en el rango
34,6-90,5 kDa y para el corte 50-60% un rango de 54,9-93,8 kDa. Estudios similares de
masas moleculares determinadas mediante separaciones electroforéticas han reportado
que las enzimas lipoliticas de la langosta de pinzas rojas (Cherax quadricarinatus)
poseen masas moleculares del orden de 43, 63 y 118 kDa [Lopez-Lépez et al., 2003].
Para las enzimas lipoliticas de camarén tigre (Penaeus monodon) se han reportado
masas moleculares en el rango de 50-690 kDa y para el langostino japonés (Penaeus
japonicus) en el rango de 74-760 kDa [L6pez-L6pez et al., 2003].

Respecto del punto isoeléctrico de las enzimas lipoliticas, los resultados
obtenidos indican tres zonas de actividad lipolitica en geles nativos con puntos
isoeléctricos pl de 5,5-6,0; 6,2-6,4 y 6,6-7,1 (Figura 13). No se encontraron datos de pl

para lipasas de crustaceos en la literatura.
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Separacion y obtencidon de enzimas lipoliticas purificadas mediante cromatografia y
electroforesis.

Las técnicas cromatograficas son amplia y preferencialmente utilizadas en la
purificacion de proteinas. En la literatura ha recibido especial interés la purificacion de
lipasas que se ha traducido en varios articulos de revisién [Macrae, 1983; Taipa et al.,
1992; Sharma et al., 2001; Saxena et al., 2003; Gupta et al., 2004]. En base a estos
antecedentes se ha estudiado la aplicacién de separaciones cromatograficas en la
purificacion de enzimas lipoliticas de krill a partir de extractos enzimaticos preparados
por autolisis [Gutiérrez, 2003]. Se examind la utilizacion de diferentes tipos de
separaciones cromatograficas como intercambio ionico, interaccién hidrofobica y
filtracion en gel. La cromatografia de intercambio ionico permitio la separacion mas
adecuada de la actividad lipasa. A pesar que las enzimas lipoliticas interaccionan con
lipidos, la cromatografia de interaccion hidrofébica no permiti6 una adecuada
purificacion y/o separacion de las enzimas lipoliticas de krill, ya sea como una primera o
una segunda etapa de purificacion. La variacion de la hidrofobicidad de la resina (butil-,
octil- y fenil-sepharose) no afectd la separacion de las enzimas lipoliticas. En forma
adicional, la capacidad de las lipasas de formar agregados proteicos afectaria la
purificacion de éstas, como también dificultaria la determinacién de las propiedades
como masa molecular y punto isoeléctrico [Gutiérrez, 2003].

Para la purificacion de enzimas lipoliticas de krill se utiliz6 ademés
cromatografia de afinidad en heparina-agarosa. Se ha descrito que la heparina
interaccionaria tanto especificamente como electrostaticamente con gran parte de las
lipasas y fosfolipasas, como también con otras proteinas [Farooqui y Horrocks, 1999].

Sin embargo, no resulté adecuada para la purificacion de enzimas lipoliticas. Se utilizd
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también cromatoenfoque pero no mostrd6 mejores resultados en la purificacion de
enzimas lipoliticas de krill. Sobre estos antecedentes se considerd la estrategia de
purificacion en base a la utilizacion de métodos electroforéticos para controlar y evitar la
formacidn de agregados proteicos.

La estrategia de purificacion empleada permitié la purificacion parcial de una
enzima con una masa molecular de 50 kDa, punto isoeléctrico pl 6,6 y una actividad
especifica de 2,910 U/mg a partir de un extracto de krill preparado mediante autlisis.
La razdn de la baja purificacion y bajo rendimiento se asociaria con dos procedimientos
limitantes utilizados en la purificacion. Uno de éstos corresponde a la elucion desde el
gel, que consistio en la simple difusion de la enzima desde la matriz de gel hacia una
solucidn de recuperacion, que se ha descrito en la literatura como un procedimiento poco
eficiente [Bollag et al., 1996]. Otro de los procedimientos que afectaria el rendimiento y
la purificacion, es el método empleado de renaturacion basado en la simple remocion de
SDS. Este procedimiento permitiria la renaturacién espontanea y al azar, lo que
eventualmente determinaria la baja actividad especifica, asi como podria afectar la

reproducibilidad del proceso.

Determinacion de las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas de las enzimas
lipoliticas purificadas de krill.
Determinacion de las propiedades fisicoquimicas (masa molecular y punto
isoeléctrico) de las enzimas lipoliticas purificadas utilizando técnicas cromatogréaficas
y electroforéticas.

Existe muy poca informacion en la literatura respecto de las propiedades

fisicoquimicas (masa molecular y pl) de enzimas lipoliticas (esterasas y lipasas) de
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crustaceos y la informacién disponible se centra principalmente en datos de masa
molecular.

La masa molecular determinada para la lipasa de krill se asemeja a las descritas
para lipasas de crustaceos. Se ha descrito una lipasa de 43 kDa para la langosta
americana (Homarus americanus) y la langosta de pinzas rojas (Cherax
quadricarinatus) [LOpez-Lépez et al., 2003]. La mayor parte de la literatura hace
referencia a rangos de masas moleculares de las lipasas de crustaceos, estableciendo un

rango de masas de 50-750 kDa [Lépez-Lopez et al., 2003].

Caracterizacion bioquimica de las enzimas lipoliticas purificadas en base a su
actividad, estudios sobre el efecto de la temperatura y pH.

La actividad lipasa especifica exhibe una gran variacion que depende del sustrato
utilizado, del organismo, etc. No existen en la literatura descripciones de lipasas
purificadas de crustaceos, pero si se ha caracterizado la actividad enzimatica a nivel de
extracto (Tabla 21). Para una adecuada comparacion se indica en la Tabla 21 la actividad
lipasa determinada para los extractos preparados mediante autolisis.

Como se observa en la Tabla 21, las lipasas de crustaceos exhiben un amplio
rango de actividad, sin embargo, la mayor parte de los crustaceos muestran actividades
lipasas del orden de 10°-102 U/mg, incluyendo el krill antértico. Ademas, en la
literatura existen varios reportes que indican que la actividad lipolitica en crustaceos es
dependiente entre otros factores de la madurez del organismo [Gonzéalez-Bar6 et al.,
2000; Hammer et al., 2000; Yao et al., 2005; Ziaei-Nejad et al., 2005]. Desde este punto
de vista se desconoce la madurez y/o edad del krill con que se trabajd, de modo que

desde esta perspectiva seria necesario un estudio de la actividad lipasa en funcién de la
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madurez del krill con el fin de determinar las condiciones mas adecuadas para la

preparacién de un extracto enzimatico con una mayor actividad lipasa especifica.

Tabla 21. Actividad lipolitica en crustaceos.

Organismo Actividad Sustrato Referencia
Euphausia 3 i .
superba (KL1) 2,9x10° U/mg  p-NF palmitato
Macrobrachium 9,4x10° U/mg Yao et al., 2005
rosenbergii
::r]edr;(r:]ltjgopenaeus 2,0x102U/mg  p-NF palmitato  Ziaei-Nejad et al., 2005
Litopenaeus . . Casillas-Hernandez et
stylirostris 10-15U/mg  B-naftilcaprilato al., 2002
Litopenaeus no detectada Guzman et al., 2001
setiferus
Chera_x . 4,6 U/mg trioleina  Figueiredo et al., 2001
quadricarinatus
CPlgc;i?imbarus 4,5 U/mg p-NF caproato Hammer et al., 2000
Jasus edwardsii 1,2 U/mg p-NF caprato Johnston et al., 2004

Gonzalez-Bar6 et al.,
2000

Macrobrachium

5 i ;
borellii 7,0x10™ U/mg trioleina

Las enzimas purificadas KL1 y KL2 se caracterizaron en funcion de la
temperatura con el fin de establecer sus temperaturas 6ptimas de actividad y adaptacion
a bajas temperaturas. La lipasa KL1 presentd una temperatura éptima cercana a 40°C y
KL2 de aproximadamente 37°C, valores que se encuentran dentro del rango de
temperaturas Optimas descritas para lipasas adaptadas/activas a bajas temperaturas
(Tabla 22) [Arpigny et al., 1997; Choo et al., 1998; Mayordomo et al., 2000; Rashid et
al., 2001; Suzuki et al., 2002; Lee et al., 2003; Suzuki et al., 2003] y dentro del rango de

temperaturas Optimas de 25-45°C normalmente descrito entre diferentes enzimas
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adaptadas/activas a bajas temperaturas [Marshall, 1997; Gerday et al., 1997; Huston et

al., 2000; Mayordomo et al., 2000].

Tabla 22. Caracteristicas de las lipasas adaptadas/activas a bajas temperaturas.

Organismo Temp. pH E. Referencia
Euphausia superba (KL1) 40°C 9,0 24,7 kcal/mol
Euphausia superba (KL2) 37°C 8,0 4,9 kcal/mol
Pseudomonas sp. cepa B11-1 45°C 8,0 11,2 kcal/mol Choo etal., 1998
Pseudomonas putida 40°C 7,5 17,4 kcal/mol Hasona et al., 2002
Pseudomonas fragi 54°C 7,5 Luy Liska, 1969b
E;‘Orfgea‘:te““m lipolyticum 250C 90 2,1 kcal/mol Ryu et al., 2005
Acinetobacter sp. cepa n°6 45°C 9,0 kcal/mol  Suzuki et al., 2002
Serratia marcescens 37°C 8,0 9,2 kcal/mol Abdou, 2003
Psychrobacter immobilis B10 35°C 15,1 kcal/mol  Arpigny et al., 1997
Psychrobacter sp. Ant300 35°C 4,6 kcal/mol ZK(;J(:ikova etal,
Aeromonas sp. LPB4 10°C Lee et al., 2003

. . Mayordomo et al.
0 ’

Aspergillus nidulans 40°C 6,5 2000
Pseudomonas sp. cepa 0 .
KB700A 35°C 8,5 Rashid et al., 2001
Moraxella TA144 5,8 kcal/mol Manco et al., 1998
Staphylococcus haemolyticus 28°C 85 8,6 kcal/mol Ohetal., 1999
Propionibacterium shermanii 47°C 7,2 8,1 kcal/mol %%holm etal,

Sin embargo, la energia de activacion de la reaccion enzimatica catalizada y la

estabilidad térmica son indices mas adecuados para medir una posible adaptacion a la

temperatura. Las temperaturas optimas determinadas también se enmarcan dentro del

rango de temperaturas optimas de 35-45°C descritas para lipasas de crustaceos [LOpez-

Lopez et al., 2003]. Ambas lipasas KL1 y KL2 retienen un alto porcentaje de actividad

lipasa especifica a bajas temperaturas, KL1 retiene a 10°C aproximadamente 23% de la

actividad a su temperatura Optima y KL2 retiene 46% a 10°C de su actividad a
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temperatura éptima. En la literatura se reportan lipasas que tienen alta actividad a bajas
temperaturas, por ejemplo, la lipasa de Serratia marcescens a 5°C mantiene el 90% de su
actividad méaxima a 37°C [Abdou, 2003], mientras que la lipasa de Pseudomonas fragi a
10°C tiene el 60% de su actividad maxima a 29°C [Alquati et al., 2002] y la enzima
lipolitica de Acinetobacter sp. cepa 6 a 4°C presenta el 57% de su actividad maxima
[Suzuki et al., 2001].

En general se ha observado que a temperaturas moderadas (20-30°C) la actividad
de estas lipasas disminuye lentamente (Figura 33, ver lipasa de Pseudomonas sp. cepa
B11-1). Sin embargo, KL1 exhibe un extrafio comportamiento, presentando su menor
actividad a 25-30°C pues a temperaturas menores se observa que la actividad vuelve a
aumentar (Figura 33). Este comportamiento también ha sido descrito para una lipasa
aislada del organismo psicrotrofo Serratia marcescens [Abdou, 2003]. Esta lipasa
mostr6 una temperatura 6ptima de 37°C, cuya actividad disminuye cuando la
temperatura se reduce hasta 15°C, pero que al seguir disminuyendo la temperatura
vuelve a aumentar considerablemente la actividad, tanto que a 5°C la actividad
corresponde al 90% de la actividad obtenida en su temperatura éptima (Figura 33). Se

desconocen los mecanismos que explican este comportamiento.
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Figura 33. Actividad en funcion de la temperatura de lipasas activas/adaptadas a
diferentes condiciones de temperatura. Los colores representan el tipo de adaptacion a
la temperatura de lipasas: adaptadas al frio (KL1 de Euphausia superba —4—, Serratia
marcescens y Pseudomonas sp. cepa B1l-1 ), mesofilicas (Burkholderia
cepacia ) y termofilicas (Bacillus acidocaldarius ).

También se caracterizo la actividad especifica en funcion del pH de la reaccion.
La lipasa KL1 presentd su maxima actividad a pH 9 y KL2 a pH 8. Gran parte de las
lipasas descritas presentan pH Optimos basicos [Fojan et al., 2000]. Sin embargo,
también se ha descrito lipasas que presentan pH Optimos de actividad a pHs acidos
[Poulsen et al., 2005]. Los pHs éptimos de KL1 y KL2 se encuentran dentro de los
valores de pH 6ptimos de 4,5-10 descritos para lipasas de crustaceos, valores que son
dependientes del tipo de sustrato y del tampdn utilizados [L6épez-Lépez et al., 2003]. La

mayor actividad lipasa a pH bésicos es favorable si se piensa en posibles aplicaciones

biotecnolégicas de estas lipasas en la industria de detergentes.
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Determinacion de la energia de activacion de las enzimas lipoliticas purificadas de
krill,

A partir de los datos de actividad a diferentes temperaturas se determind la
energia de activacion. La determinacion de la energia de activacion debe realizarse con
los datos de la curva exponencial, puesto que siguen la ecuacion de Arrhenius
(k

= Ae %'F"). En base a la actividad determinada para KL1 en el intervalo de

cat

temperaturas 25-40°C se obtuvo una energia de activacion (E, ) de 24,7 kcal/mol para la

reaccion catalizada sobre p-nitrofenilpalmitato (C16). Para KL2 se obtuvo un valor de
E, de 4,9 kcal/mol para la reaccion catalizada sobre p-nitrofenilbutirato (C4) en el
intervalo de temperaturas de 10-37°C. En la Tabla 22 se indican varios valores de
energia de activacion para diversas lipasas adaptadas/activas a bajas temperaturas. Como

se observa, los valores de E, son bastante variables, por ejemplo, la lipasa M37 de
Photobacterium lipolyticum sp. nov., presenta una E, de 2,1 kcal/mol determinada

utilizando aceite de oliva como sustrato [Ryu et al., 2005] y la esterasa EstZ de
Pseudomonas putida presenta una E, de 17,4 kcal/mol para el sustrato a-naftilacetato
[Hasona et al., 2002]. Como referencia algunos autores utilizan los valores de energia de
activacion de enzimas adaptadas al frio de bacterias antarticas de 12-17 kcal/mol y de
enzimas mesofilicas un valor de E, de 25 kcal/mol de lipasas de Pseudomonas
aeruginosa [Choo et al., 1998; Oh et al., 1999; Ryu et al., 2005]. Sin embargo, las
lipasas termofilicas también presentan valores de energia de activacién bajos, por
ejemplo: 4,8 kcal/mol para lipasas obtenidas de muestras ambientales; 6,2 kcal/mol para

lipasa de Archaeglobus fulgidus; 6,3 kcal/mol para la lipasa de Pyrobaculum calidifontis
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y 7,6 kcal/mol para lipasa de Alicyclobacillus acidocaldarius [Rhee et al., 2005]. En

base a los valores de referencia utilizados en la literatura, el valor E, de 4,9 kcal/mol de
KL2 se encuentra en el intervalo descrito para lipasas adaptadas al frio y el valor E, de

24,7 kcal/mol de KL1 se encuentra proximo al valor descrito para lipasas mesofilicas.

En la Figura 34 se muestra el comportamiento completo del logaritmo natural de
la actividad versus el inverso de la temperatura para KL1, como también, el
comportamiento de lipasas adaptadas a diferentes temperaturas. Para KL1 se puede
apreciar dos zonas donde se observan valores positivos de pendiente, en que la primera
zona (linea verde) corresponde al intervalo de temperaturas 40-50°C. Este cambio en la
pendiente es reflejo del cambio conformacional de la estructura nativa de la proteina que
se traduce en la desnaturacién térmica de la proteina, que lleva finalmente a su
inactivacion, esto es, la disminucién y perdida de actividad [Feller y Gerday, 1997]. La
segunda zona de pendiente positiva (linea azul) corresponde al intervalo de temperaturas
10-20°C. En forma similar a lo que ocurre a 40-50°C, este cambio en la pendiente podria
reflejar un cambio conformacional de la lipasa asociado también a la disminucion de la
actividad, que podria interpretarse como un proceso de desnaturacion y que seria
inducido por un cambio en las propiedades fisicas de la mezcla de ensayo. No obstante,
los diferentes estudios de caracterizacion de lipasas purificadas de krill utilizaron el
mismo ensayo enzimatico en funcion de la temperatura (hasta temperaturas de 5°C), no
observandose este comportamiento [Gutiérrez, 2003; Mahn, 2004]. Ademas en la
literatura no se ha descrito problemas con los diferentes ensayos que utilizan p-

nitrofenilpalmitato a bajas temperaturas.
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Figura 34. Comportamiento de la actividad lipasa de KL1 en funcién de la
temperatura. La actividad se determin6 sobre p-nitrofenilpalmitato bajo las condiciones
de ensayo estandar (datos para n=3). Los colores representan el tipo de adaptacion a la
temperatura de lipasas: adaptadas al frio (Euphausia superba 10-20°C ——, Euphausia
superba 25-40°C —4—, Euphausia superba 40-50°C ——, Serratia marcescens y
Pseudomonas sp. cepa Bl1l-1 ), mesofilicas (Burkholderia cepacia )y
termofilicas (Bacillus acidocaldarius ).

Alternativamente, este comportamiento podria estar asociado a un plegamiento
incorrecto de la proteina, producto de la etapa desnaturante en su purificaciéon. Este
observacion se indicO para el caso de una ribozima termofilica de Tetrahymena
thermophila [Li et al., 1995], sin embargo, se descarté un mal plegamiento producto de
las purificaciones a través de procesos desnaturantes, debido a que se utilizé un método
nativo de purificacién, en el que se observo el mismo comportamiento. Esto sugiere que
se debe buscar un método nativo de purificacion para descartar o confirmar el
comportamiento observado de KL1. Por otra parte, las lipasas presentan estructuras

adicionales al plegamiento o/f-hidrolasa, como son elementos mdviles (tapas) que

podrian dar cuenta del cambio conformacional [Nardini y Dijkstra, 1999; Beisson et al.,
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2000; Pleiss et al., 2000]. En el caso de la proteasa neutra activa a bajas temperaturas
(vimelisina) de Vibrio sp. T1800 [Kunugi et al., 1996], se sugiere la existencia de dos
formas activas de la enzima reguladas por un equilibrio desplazado por la temperatura.
Desde este punto de vista se ha descrito que las lipasas pueden formar agregados
proteicos y se ha observado que la formacion de agregados puede llevar a la disminucion
de la actividad lipasa [Arrese y Wells, 1994; Hiol et al., 1999], comportamiento que se
ha descrito también para lipasas de krill antartico [Gutiérrez, 2003]. La formacién de
agregados se podria descartar utilizando algin detergente, por ejemplo, CHAPS durante

la medicion de la actividad lipasa en funcion de la temperatura.

Secuenciacion y andlisis de las secuencias de las enzimas lipoliticas de Kkrill
antartico.

Andlisis de las secuencias aminoacidicas de enzimas lipoliticas y disefio de partidores
para la amplificacion de probables genes de enzimas lipoliticas de krill.

El disefio de partidores para la identificacion de genes de lipasas de krill se baso6
en la identificacion de zonas conservadas obtenidas de los alineamientos de las
secuencias aminoacidicas de dominios, familias y bloques de lipasas. Posterior a esta
seleccion, las secuencias se examinaron en funcion de su similitud con enzimas
lipoliticas o relacionadas, lo que descartd ca. 46% de las secuencias conservadas debido
a que no presentaron similitud con lipasas en las bases de datos o presentaron similitud
con proteinas no relacionadas con lipasas (e.g., gap junction, tripsina, proteinas de shock
térmico, adenilato ciclasa, etc.). El andlisis indicd que los aminoacidos conservados
pertenecientes al sitio activo o a la cavidad oxianionica se encuentran dentro de

pequefias zonas conservadas (Figura 27). Similares observaciones se han descrito en la
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literatura en la identificacion de zonas conservadas de lipasas para el disefio de
partidores para la amplificacién de genes que codifican para lipasas en muestras
ambientales [Bell et al., 2002; Bradner et al., 2003; Kim et al., 2004]. Los autores Bell
et al., (2002) y Bradner et al., (2003) describen el disefio de partidores de caracter semi-
degenerado utilizando los principios del diseio CODEHOP. Brevemente, el sistema
CODEHOP permite el disefio de partidores que contienen una region de consenso que
facilita el anclaje sobre la secuencia blanco y una region degenerada que permite cierta
variabilidad en la secuencia blanco a reconocer [Rose et al., 1998; Rose et al., 2003].
Estos autores han hecho mencion de la dificultad en el reconocimiento y la ausencia de
zonas conservadas. Algunas de las razones es la baja similitud existente entre las lipasas
a nivel aminoacidico (20%) (Tabla 23), la pequefia longitud de las zonas conservadas
(de alrededor de seis aminoacidos), la ausencia de aminoacidos conservados contiguos,
asi como la presencia de amino&cidos “desfavorables” (serina, arginina, leucina) dentro
de las secuencias conservadas. Sin embargo, ambos grupos reportaron la identificacion
de genes que codifican para probables lipasas.

Se ha indicado como regiones de alta conservacion en las lipasas, aquellos
residuos involucrados en la formacion de puentes salinos, residuos de cisteinas que
participan en la formacion de puentes disulfuro y aquellos residuos situados en los
extremos de los elementos secundarios. En general se observa una mayor conservacion
de aminoacidos relacionados con la estructura de ldminas B y una menor conservacion

de los residuos relacionados con las hélices a [Cygler et al., 1993].
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Tabla 23. Similitud de secuencias entre las lipasas bacterianas. Se indica el
porcentaje de similitud de las secuencias aminoacidicas para las diferentes familias y
subfamilias de lipasas bacterianas descritas. Para cada familia y subfamilia la secuencia
lipasa del primer organismo se utiliz6 como referencia para la determinacion de la

similitud.
Similitud (%o)
Familia  Subfamilia Organismo Familia Subfamilia
I 1 Pseudomonas aeruginosa 100
Pseudomonas fluorescens C9 95
Vibrio cholerae 57
Acinetobacter calcoaceticus 43
Pseudomonas fragi 40
Pseudomonas wisconsinensis 39
Proteus vulgaris 38
2 Burkholderia glumae 35 100
Chromobacterium viscosum 35 100
Burkholderia cepacia 33 78
Pseudomonas luteola 33 77
3 Pseudomonas fluorescens SIK W1 14 100
Serratia marcescens 15 51
4 Bacillus subtilis 16 100
Bacillus pumilus 13 80
5 Bacillus stearothermophilus 15 100
Bacillus thermocatenulatus 14 94
Staphylococcus hyicus 15 29
Staphylococcus aureus 14 28
Staphylococcus epidermidis 13 26
6 Propionibacterium acnes 14 100
Streptomyces cinnamoneus 14 50
Il (GDSL) Aeromonas hydrophila 100
Streptomyces scabies 36
Pseudomonas aeruginosa 35
Salmonella typhimurium 28
Photorhabdus luminescens 28
I Streptomyces exfoliatus 100
Streptomyces albus 82
Moraxella sp. 33
IV (HSL) Alicyclobacillus acidocaldarius 100
Pseudomonas sp. B11-1 54
Archaeoglobus fulgidus 48
Alcaligenes eutrophus 40
Escherichia coli 36
Moraxella sp. 25
\ Pseudomonas oleovorans 100
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Haemophilus influenzae 41

Psychrobacter immobilis 34
Moraxella sp. 34
Sulfolobus acidocaldarius 32
Acetobacter pasteurianus 20
VI Synechocystis sp. 100
Spirulina platensis 50
Pseudomonas fluorescens 24
Rickettsia prowazekii 20
Chlamydia trachomatis 16
VIl Arthrobacter oxydans 100
Bacillus subtilis 48
Streptomyces coelicolor 45
VI Arthrobacter globiformis 100
Streptomyces chrysomallus 43
Pseudomonas fluorescens SIK W1 40

En una primera aproximacién a la amplificacion de genes de lipasas de krill
antartico se utilizaron distintas combinaciones de los partidores OXF/ACR [Bell et al.,
2002]. Sin embargo, las secuencias obtenidas no presentaron similitud con enzimas
lipoliticas. El analisis de las secuencias amplificadas indicé dificultades en el
reconocimiento de la region de unién de los partidores ACR, no asi para la zona
complementaria a OXF, lo que sugiere que los partidores OXF se unirian con mayor
afinidad al cDNA blanco que los partidores ACR. El mismo analisis sugiere también la
posibilidad que los partidores OXF se comportarian como partidores reversos (Figura

35).

OXF1  CCYGTKGTSYTNGTNCAYGG-—====————mmmmmmmmmmmmme oo
1 CCCGTTGTGCTAGTGCATGGTCCATGTAT---//---CTTATCCCCACAGCCTCCTGTGGCACACTCCCTGGG 246

ACRL mmmmm oo CSNGTRTCRKACCCNCCRGA

OXF1”> s GGYACNTGNTYSTGKTGYCC-—————————

Figura 35. Esquema del reconocimiento de los partidores OXF1/ACR1 y su
secuencia amplificada. En el esquema se ilustra la posible interaccion del partidor
OXF1 como partidor con sentido y como partidor reverso (OXF1’) con la secuencia de
246 pb amplificada utilizando los partidores OXF1y ACR1.
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Por otra parte, los inconvenientes observados se deberian a que la amplificacion
se realizé a partir de cDNA, en cambio, Bell et al., (2002) utilizaron DNA gendmico.
Sin embargo, los partidores OXF/ACR se utilizaron para la identificacién de genes de
lipasas en DNA gendémico de origen antartico, observandose los mismos inconvenientes.

Se utilizaron entonces los partidores disefiados para la amplificacién de genes de
lipasas de krill. Las secuencias obtenidas tampoco mostraron similitud con enzimas
lipoliticas. La ausencia de similitud se deberia a que no se optimizaron las condiciones
de amplificacion PCR utilizando los partidores disefiados, como se deberia también a

que en el disefio de los partidores no se consideraron restricciones taxonémicas.

Anadlisis de las secuencias aminoacidicas/nucleotidicas de enzimas lipoliticas de krill.
Los resultados obtenidos de los analisis de las secuencias no mostraron identidad
con lipasas, sino en la mayoria de los casos presentaron una alta similitud con enzimas
hipotéticas o de funcion desconocida. En una bdsqueda en la literatura relacionada con
lipasas, se encontro que existen innumerables articulos en que enzimas purificadas con
alta actividad lipasa no presentan o presentan muy poca identidad con otras lipasas
(Tabla 24). Ninguno de los autores discute los motivos de la baja identidad y/o similitud.
Anguita et al., (1993) describen la purificacion de una lipasa extracelular de
Aeromonas hydrophila, en que el andlisis de la secuencia completa no muestra identidad
con lipasa alguna. Los anélisis de las secuencias de los extremos N-terminales de lipasas
purificadas de Cephaloleia presignis [Arreguin-Espinosa et al., 2000], Mucor hiemalis f.
hiemalis [Hiol et al., 1999] y Scorpio maurus [Zouari et al., 2005] no mostraron
similitud con lipasas, ya sea en analisis realizados en bases de datos generales como

NCBI, como en bases de datos especializadas en lipasas. Se ha reportado otros casos en
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que las secuencias de lipasas no presentan homologia con lipasas descritas para
organismos del mismo género. Por ejemplo, una lipasa purificada de Photobacterium
lipolyticum sp. nov., presenta una similitud de 6-12% con otras lipasas, sin embargo, no
presenta homologia con lipasas/esterasas presentes en el genoma de Photobacterium
profundum SS9 [Ryu et al., 2005]. En forma similar a los resultados presentados en que
las secuencias obtenidas no presentan identidad con lipasas, la esterasa PsEst1 purificada
de Pseudomonas sp. B11-1 presenta secuencias que la identifican con el plegamiento
a/B-hidrolasa. Sin embargo, el analisis en las bases de datos de su secuencia arrojé que
presenta un 57% de identidad con una proteina de funcion desconocida codificada

dentro del operdn trp [Suzuki et al., 2003].

Tabla 24. Limitaciones en la determinacion de la similitud de las secuencias de
lipasas. Se sefala la longitud de las secuencias, se indica ademas la region que permitié
la identificacion como lipasas y se sefiala el porcentaje de similitud.

Organismo Similitud/ldentidad Referencia
Aeromonas Secuencia 2052 pb. Sitio de union a Anguita et al., 1993
hydrophila sustrato.

Pseudomonas Secuencia 1428 pb. Sitio de union a

fluorescens B52

sustrato. 22-24% identidad.

Tan y Miller, 1992

Pseudomonas sp.
B11-1

Secuencia 924 pb. Sitio de union a
sustrato. 23-29% homologia.

Choo et al., 1998

Streptomyces
cinnamomeus

Secuencia 275 aa. Sitio de union a
sustrato. 29% identidad.

Sommer et al., 1997

Cephaloleia presignis

Secuencia 28 aa N-terminal. Sin
homologia.

Arreguin-Espinosa
et al., 2000

Acinetobacter sp.
cepa n°6

Secuencia 301 aa. Sitio de union a
sustrato. 17% identidad.

Suzuki et al., 2002

Mucor hiemalis f.
hiemalis

Secuencia 19 aa N-terminal. Sin
homologia.

Hiol et al., 1999

Pseudomonas sp.
B11-1

Secuencia 1911 pb. Sitio de unién a
sustrato. 15% similitud.

Suzuki et al., 2003

Scorpio maurus

33 aa N-terminal. Sin homologia.

Zouari et al., 2005

Photobacterium
lipolyticum sp. nov.

Secuencia 1023 pb. Sitio de union a
sustrato. 6-12% similitud.

Ryu et al., 2005
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Las dificultades en el analisis de las secuencias de las lipasas probablemente es
producto de la baja similitud existente entre las lipasas a nivel aminoacidico, la pequefia

longitud de las zonas conservadas y la ausencia de aminoacidos conservados contiguos.

Las enzimas lipoliticas de krill podrian exhibir nuevas caracteristicas y
secuencias respecto de las enzimas lipoliticas descritas. Esto podria ser equivalente al
caso de proteasas de crustaceos. Los crustaceos poseen proteasas ortdlogas a las de
vertebrados como tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa, aminopeptidasa como
también proteasas que son Unicas a crustaceos como astacina [Sainz et al., 2004]. Esto
podria basarse en que los partidores disefiados a partir de secuencias consenso no
permitieron la amplificacién de genes de lipasas. Aunque se debe considerar que no se

optimizaron las condiciones de amplificacién PCR utilizando los partidores disefiados.

El disefio de los partidores se basé en el uso de secuencias lipoliticas de
organismos eucariontes y relacionadas con el proceso de digestion. Eventualmente se
podria haber realizado una restriccion taxondmica al considerar las secuencias de
enzimas lipoliticas de artropodos. No obstante, no existen en las bases de datos
secuencias de lipasas de crustaceos, pero si secuencias de enzimas lipoliticas de insectos,
los artropodos més cercanos a los crustaceos. Sin embargo, debido a la ausencia de
secuencias de lipasas de crustaceos, se desconoce su similitud con lipasas de insectos.
Utilizando la clasificacién de las enzimas lipoliticas de la base de datos ESTHER se
obtuvieron las secuencias aminoacidicas de la familia de lipasas de insectos. En la
Figura 36 se muestran las zonas conservadas de la familia de lipasas de insectos

determinada a partir de los alineamientos de las secuencias utilizando el algoritmo
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CLUSTALW. El analisis de los dominios presentes en CDD mostrd que la secuencia
consenso contiene parte del dominio lipase y una regién similar a la presente en la
familia de lipasas pancreaticas. Se examind la complementariedad de los partidores
disefiados con la secuencia consenso de lipasas de insectos por medio de alineamientos,
los que no mostraron similitud. Nuevamente esto indicaria que las regiones de
reconocimiento de los partidores disefiados no estan contenidas en la secuencia consenso
de lipasas de insectos. En base a estos antecedentes, se sugiere que a partir de la
secuencia consenso se podrian disefiar nuevos partidores que podrian utilizarse para la
identificacion de probables genes de lipasas de krill. Sin embargo, no debe descartarse el
uso de los partidores disefiados en esta tesis optimizando las condiciones de
amplificacion PCR, considerando que los crustaceos podrian poseer lipasas similares a

las de eucariontes, similar a lo que ocurre con las proteasas de crustaceos.
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Figura 36. Secuencia consenso determinada para la familia de lipasas de insectos.
En el esquema se muestra la secuencia consenso y las zonas conservadas. Ademas se
indican una zona similar a lipasas pancredticas (PL) y dominio lipase (Lip). En el
esquema se sefiala la longitud aminoacidica completa de la familia de lipasas de
insectos.
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En forma adicional al estudio de las lipasas, se examind la amplificacion de
genes de esterasas de krill antartico. Existen varias secuencias de esterasas de crustaceos
disponibles en las bases de datos. A partir de las secuencias aminoacidicas de las
esterasas se determind la secuencia consenso. El andlisis en CDD mostr6 que la
secuencia consenso contenia el dominio esterase_lipase. Se alinearon los partidores EL
disefiados para el reconocimiento del dominio esterase_lipase con la secuencia
determinada para las esterasas de crustaceos. Efectivamente la secuencia consenso
contenia las regiones de reconocimiento para los partidores EL, confirmando en cierta
forma que la estrategia de utilizar informacion de los dominios de organismos
eucariontes es adecuada. Los resultados obtenidos también sugieren la optimizacion de

las condiciones de amplificacion.

Enzimas lipoliticas de krill antartico: purificacion y caracterizacion.

Se presentaron varios inconvenientes en la purificacion de enzimas lipoliticas de
krill antartico. Inicialmente para la purificacion se utilizaron diferentes separaciones
cromatogréficas (cromatografia de intercambio ionico, de interaccion hidrofébica y
filtracion en gel), las que no proporcionaron una separacion adecuada de las enzimas
lipoliticas.

En base a algunas de las caracteristicas determinadas preliminarmente para las
enzimas lipoliticas presentes en el extracto de krill, se utilizaron separaciones
cromatograficas y electroforéticas con mejor capacidad de separacion o de mejor
resolucion (cromatoenfoque, cromatografia de afinidad e isoelectroenfoque preparativo),

sin embargo, no permitieron una adecuada separacion de las enzimas lipoliticas.
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Uno de los factores que afectd la separacion y purificacion correspondié a la
presencia de lipidos y pigmentos interferentes, siendo los fosfolipidos uno de los
principales contaminantes y de mayor dificultad de remocién [Turkiewics et al., 1985;
Ellingsen y Mohr, 1987]. La remocion de las sustancias interferentes y/o contaminantes
causd una importante pérdida de actividad lipasa, probablemente debido a una
desnaturacion de las enzimas producto de los tratamientos, o bien por la remocion de las
enzimas por los solventes utilizados. Se suma ademas que las enzimas lipoliticas de krill
se encontrarian asociadas fuertemente a lipidos. Se plantea esto debido a que en estudios
previos se establecid que para una mejor separacion cromatografica de las enzimas
lipoliticas, se requirid del detergente zwitterionico CHAPS [Gutiérrez, 2003]. En la
literatura se ha descrito que la eliminacion de los lipidos presentes en los extractos puede
llevar a la inestabilidad de las lipasas a traves de las etapas de purificacion [Lu y Liska,
1969a]. Se ha descrito también que los procedimientos tradicionales de purificacion de
lipasas presentan en general inconvenientes, como también, requerir de muchas etapas y
finalmente de tener un bajo rendimiento [Saxena et al., 2003; Gupta et al., 2004].

Sobre la base de los diferentes resultados obtenidos en la preparacion de extracto
enzimatico de krill y en la purificacion de enzimas lipoliticas de krill, se sugiere el
tratamiento del extracto preparado mediante autdlisis u homogenizacion con
precipitacion con sulfato de amonio a 100% de saturacion, que permitiria tanto la
concentracion de las proteinas como también ayudaria en la eliminacion de lipidos y
pigmentos. Este procedimiento permitiria la retencion de practicamente toda la proteina
y actividad lipasa especifica presente en el extracto inicial. En forma alternativa la
precipitacion con sulfato de amonio a 0-40% de saturacion permitiria recuperar una alta

actividad lipasa especifica libre de actividad proteasa contaminante. Se podria examinar
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la pella obtenida o resuspendida para determinar si requiere de tratamiento adicional
para la remocidn de lipidos y pigmentos contaminantes. El extracto concentrado libre de
lipidos y pigmentos estaria en condiciones adecuadas para ser utilizado en la separacion
de las enzimas lipoliticas presentes. Como primera etapa cromatografica se sugiere
intercambio i6nico en Q-sepharose, puesto que entre las diferentes cromatografias
empleadas permiti6 la mejor separacion de los picos de actividad lipasa. Como segunda
etapa cromatografica se recomienda la utilizacion de cromatoenfoque o bien
cromatografia de afinidad en heparina-agarosa. Estas recomendaciones permitirian la
adecuada purificacion de enzimas lipoliticas de krill antéartico. De todas maneras se debe
considerar la utilizacién de nuevos procedimientos de purificacion de lipasas descritos
en la literatura [Sharma et al., 2001; Saxena et al., 2003; Gupta et al., 2004], como por

ejemplo, cromatografia en polietilénglicol-sepharose, sistemas micelares reversos, etc.

Los estudios de comparacion de las lipasas purificadas de krill con lipasas
adaptadas a diferentes temperaturas no se pudieron realizar. Uno de los motivos
correspondié a la limitada disponibilidad de lipasas comerciales puras, como también,
que la mayor parte de las lipasas disponibles correspondian a enzimas mesofilicas. El
estudio comparativo es importante para determinar las caracteristicas de las lipasas bajo

las mismas condiciones de ensayo Yy sustrato.

La ausencia de secuencias de lipasas de crustaceos dificulté el disefio de
partidores especificos para la busqueda de lipasas de krill antartico. Sin embargo, la
estrategia utilizada en base al andlisis de las regiones conservadas de las enzimas

lipoliticas eucariontes es una adecuada aproximacion, como se corrobora con la
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presencia de las regiones de reconocimiento en las secuencias de esterasas de crustaceos
para los partidores EL, sugiriéndose la optimizacion de las condiciones de amplificacion
por PCR. En forma adicional, se sugiere el disefio de partidores para la
identificacién/amplificacion de genes de enzimas lipoliticas de krill en base a las
regiones conservadas de la secuencia consenso de las lipasas de insectos. También se
debe tener en cuenta en el anlisis de las secuencias de lipasas, la baja similitud existente
entre las lipasas a nivel aminoacidico (20%), la pequefia longitud de las zonas
conservadas, la ausencia de aminoécidos conservados contiguos, la presencia de
aminodcidos “desfavorables” dentro de las secuencias conservadas. En base a los
resultados obtenidos en el andlisis de secuencias aminoacidicas y nucleotidicas, se
recomienda utilizar la herramienta PSI-BLAST en el caso de la ausencia o baja similitud
de las secuencias obtenidas. Esta herramienta permite generar un perfil de proteinas
similares a la secuencia problema que se utiliza en nuevas busquedas incorporando
nuevas proteinas al perfil, lo que facilitaria la deteccion de secuencias homdlogas lejanas
filogenéticamente. Alternativamente, se recomienda la utilizacion de la herramienta
Block searcher de Blocks WWW Server que permite detectar similitudes con regiones o
bloques conservados, herramienta que permite detectar regiones solapadas y que puede
dificultar la deteccion de similitud. Los autores que han sefialado la no deteccién de
similitud de secuencias con lipasas (Tabla 24), sugieren el reconocimiento “manual” de
elementos conservados como es principalmente la identificacion de la regién que
contiene el sitio activo, especificamente la region que contiene al aminoécido nucledfilo

del sitio activo (GXSXG).
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Enzimas lipoliticas de krill antartico: ¢enzimas adaptadas al frio?

Las caracteristicas de adaptacion al frio de una enzima se pueden evaluar en
funcion de tres propiedades: (i) alta eficiencia catalitica [Gianese et al., 2001; Zecchinon
et al., 2001; D’Amico et al., 2002; Hoyoux et al., 2004], (ii) temperaturas éptimas
desplazadas a bajas temperaturas [Russell, 2000; Zecchinon et al., 2001; Feller y
Gerday, 2003] y (iii) termolabilidad a temperaturas moderadas (20-60°C) [Gerday, 1997,
Russell, 2000; Zecchinon et al., 2001; Feller y Gerday, 2003].

La alta eficiencia catalitica se asocia a una alta actividad especifica, sin embargo,
como se ha mencionado anteriormente, la actividad lipasa es bastante variable y depende
entre otros factores del sustrato utilizado, del tipo y condiciones de ensayo enzimatico, y
del organismo del cual se purificé la lipasa. Las actividades lipasas especificas
determinadas para KL1 y KL2 se encuentran dentro del intervalo de actividad lipasa
descrita para crustaceos. Sin embargo, ambas lipasas retienen una alta actividad a bajas
temperaturas.

Las temperaturas dptimas de las lipasas KL1 y KL2 purificadas se encuentran
dentro del intervalo de temperaturas Optimas descritas para la mayoria de las lipasas
adaptadas al frio (Tabla 22). Sin embargo, la temperatura éptima no es concluyente
respecto de la naturaleza criofilica de las enzimas adaptadas al frio.

En este trabajo no se determind la estabilidad térmica de las lipasas purificadas,
sin embargo, se evalud la energia de activacion de la reaccion catalizada por las lipasas
KL1 y KL2, pardmetro que se correlaciona con la alta eficiencia catalitica, el
desplazamiento de las temperaturas Optimas y la termolabilidad. La mayoria de las
enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas poseen energias de activacion menores a

las de sus correspondientes mesofilos. Una menor energia de activacion conlleva a una
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alta eficiencia catalitica 0 a una mayor actividad especifica, resultante de una mas facil
acomodacion del sustrato a bajas y moderadas temperaturas, 1o que es estructuralmente
alcanzado por una disminucion en el nimero de interacciones que han de romperse
durante la catalisis [Choo et al., 1998; Lonhienne et al., 2000; D’Amico et al., 2002;
Deming, 2002; Feller, 2003; Georlette et al., 2004; Hoyoux et al., 2004]. Esto a su vez
es una consecuencia directa de una estructura mas flexible (local o global), reduciendo el
costo de los cambios conformacionales requeridos para la interaccion con el sustrato
[Feller et al., 1996; Gianese et al., 2001; Deming, 2002]. Una mayor flexibilidad se
relaciona con una menor estabilidad y en particular con una menor estabilidad térmica
[Feller et al., 1996; Genicot et al., 1996; Fields, 2001] que se traduce en un
desplazamiento de la temperatura Optima a valores méas bajos de temperatura [Huston et
al., 2000]. EI mecanismo exacto por el cual disminuye la energia de activacion de cada
enzima adaptada al frio parece ser especifico de cada enzima.

En vista que la energia de activacion correlacionaria varias de las propiedades
observadas en las enzimas adaptadas/activas a bajas temperaturas, se comparo la energia
de activacion determinada para KL1 y KL2 con otras lipasas adaptadas al frio (Tabla
22). La lipasa KL1 exhibe una energia de activacion mayor a las descritas para lipasas
criofilicas y se encuentra en el intervalo de energias de activacion descrito para lipasas
mesofilicas, en tanto, KL2 presenta un valor de energia de activacion dentro de los
descritos para lipasas adaptadas al frio. No obstante, la energia de activacion es
dependiente del sustrato utilizado, por ejemplo, la lipasa LipP de Pseudomonas sp., cepa

B11-1 presenta una valor de E, de 11,2 kcal/mol para p-nitrofenilbutirato (C4) y de 7,7

kcal/mol para p-nitrofenillaurato (C12) [Choo et al., 1998]. También se ha reportado el
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caso de una lipasa de Pseudomonas mendocina 3121-1 que presenta un E, de 8,4

kcal/mol para p-nitrofenilbutirato (C4) y de 1,98 kcal/mol para Tween-80 (polioxietilén
sorbitan monooleato) [Surinenaite et al., 2002]. En consecuencia se concluye que una
adecuada comparacion debe considerar el mismo sustrato y las mismas condiciones de
ensayo.

Considerando estos antecedentes, la lipasa KL1 de krill antartico presentd una
energia de activacion similar al de las lipasas mesofilicas, pardmetro que no se
correlaciona con la retencion de actividad lipasa especifica a bajas temperaturas. Sin
embargo, se deben examinar métodos alternativos de purificacion de KL1, de modo de
obtener la enzima en condiciones nativas, con el fin de descartar o corroborar su inusual
comportamiento y su adaptacion al frio. Por otra parte, la lipasa KL2 de krill antartico
presentd una energia de activacion comparable a la descrita para enzimas criofilicas,
parametro que se correlaciona con la alta retencion de actividad lipasa especifica a bajas

temperaturas.
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CONCLUSIONES

En esta tesis se logré disponer de un adecuado ensayo enzimatico para la
determinacién de la actividad lipasa bajo diferentes condiciones, la purificacion y
caracterizacion de enzimas lipoliticas de krill antartico, ademas de establecer las
condiciones méas adecuadas para su purificacion. Se combind el trabajo de secuenciacion
de las lipasas purificadas con la identificacion de genes de lipasas de krill antartico,
indicandose los problemas que se pueden presentar y las soluciones que se pueden
aplicar, y se obtuvieron antecedentes sobre la adaptacion al frio de las lipasas de krill

antartico. A partir de los resultados obtenidos se concluye que:

o La autdlisis, procedimiento utilizado en la preparacion del extracto enzimatico de
krill, puede ser considerado como un proceso de purificacién (eliminacion de
proteinas) y de seleccion (retencion de proteinas), producto del proceso de
autodegradacion.

Se determinaron como condiciones Optimas de autdlisis para la obtencién de una
alta actividad lipasa especifica la preparacion del extracto a 40°C durante 24 h.

El tratamiento del autolisado con cloroformo resultdé en un procedimiento
adecuado de eliminacion de lipidos y pigmentos interferentes presentes en el
extracto que afectaron el proceso de purificacion, sin embargo, se observo una
importante pérdida de actividad lipasa.

El fraccionamiento de la actividad lipasa mediante precipitacion con sulfato de

amonio establecié que la precipitacién en el intervalo 0-40% de saturacion permite
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la preparacion de un extracto con alta actividad lipasa (67% de la actividad del

autolisado) libre de actividad proteasa contaminante.

La homogenizacion se utiliz6 como un procedimiento mecénico alternativo en la
preparacion del extracto enzimatico de krill.

La homogenizacion en diferentes tampones y el control del pH del homogenizado
no afectaron los patrones electroforéticos de actividad, aunque se observaron
diferencias en la obtencién de actividad lipasa especifica. Sin embargo, la
homogenizacién en agua destilada proporciond la mayor actividad lipasa
especifica.

Se determinaron como condiciones Optimas de homogenizacion para la obtencion
de una alta actividad lipasa especifica la preparacion del extracto a 8.300 rpm
durante 1-2 min y 4°C (en agua destilada).

El tratamiento del homogenizado con polietilénglicol y etanol permitieron una
adecuada remocidn de lipidos y pigmentos interferentes, sin embargo, se observé

pérdida de la actividad lipasa (52 y 67%, respectivamente).

La comparacion de la preparacion del extracto enzimatico mediante autolisis u
homogenizacién establecié que ambos procedimientos proporcionan extractos con
similar actividad lipasa especifica, ademas de presentar similares patrones
electroforéticos de actividad. La ventaja de la homogenizacion es el menor tiempo
de preparacion del extracto y su desventaja es la incorporacion de mayor proteina

al extracto.
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Se dispuso de un adecuado ensayo enzimatico adaptado de diferentes ensayos
enzimaticos descritos. La incorporacién de Triton X-100 y goma arabica y la
eliminacién de desoxicolato de sodio en el ensayo originalmente utilizado, mejoré
la reproducibilidad de las lecturas de absorbancia, minimizé la hidrélisis no

enzimatica y disminuyé considerablemente la turbidez de la mezcla de reaccion.

La caracterizacion preliminar de las enzimas lipoliticas presentes en el autolisado
indicd la presencia de enzimas con masas moleculares del orden de 30-50 kDa
(electroforesis en condiciones nativas y desnaturantes). Es probable la presencia de
enzimas lipoliticas de mayor tamafio, aunque posiblemente las enzimas presentes
formen agregados del orden de masa molecular de 90-100 kDa (filtracion en gel).

La caracterizacion preliminar de las enzimas lipoliticas presentes en el autolisado
indicé la presencia de enzimas con puntos isoeléctricos en los intervalos de 5,5-

6,0; 6,2-6,4 y 6,6-7,1 (isoelectroenfoque).

Se purifico una lipasa de krill antartico, KL1, utilizando una estrategia de
purificacion que consistio de dos etapas electroforéticas, la primera etapa realizada
en condiciones nativas y la segunda en condiciones desnaturantes, a partir tanto de
un extracto preparado por autolisis, como por homogenizacion.

La lipasa KL1 presentd una masa molecular de 50 kDa y pl de 6,6, una actividad
lipasa especifica de 2,9x10°® U/mg (autolisado) y 5,7x10° U/mg (homogenizado)
sobre p-nitrofenilpalmitato a 20°C y pH 8. KL1 present6 una temperatura 6ptima

de actividad a 40°C y un pH Optimo de 9, determinados sobre p-
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nitrofenilpalmitato. KL1 retuvo un 23% de su actividad lipasa maxima a 10°C. Se
determind una energia de activacion de 24,7 kcal/mol para el intervalo de
temperaturas de 25-40°C.

La lipasa KL2 previamente purificada presentd una temperatura 6ptima a 37°C y
pH optimo de 8 determinados sobre p-nitrofenilbutirato y retuvo el 46% de su
actividad maxima a 10°C. Se determiné una energia de activacién de 4,9 kcal/mol

para el intervalo de 10-37°C.

La lipasa KL1 presentd algunas de las caracteristicas observadas en las enzimas
adaptadas al frio, sin embargo, presentd una energia de activacion similar al de las
lipasas mesofilicas. En cambio, KL2 presentd las caracteristicas de adaptacién a
bajas temperaturas, esto es, actividad a bajas temperaturas, desplazamiento de la

temperatura Optima a bajas temperaturas y una baja energia de activacion.

El analisis de las secuencias aminoacidicas de dominios, familias y bloques de
lipasas eucariontes reveld la ausencia de aminoacidos conservados contiguos y la
pequefia longitud de las zonas conservadas, producto probablemente de una baja

similitud entre las secuencias aminoacidicas de las lipasas.

El andlisis de las secuencias obtenidas de la amplificacion PCR y de la
secuenciacion parcial de KL2 no indicd similitud significativa con lipasas en las
bases de datos examinadas, probablemente debido a que corresponden a nuevas

lipasas.
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