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RESUMEN

L-asparaginasa (EC 3.5.1.1) cataliza la reaccion de hidrolisis de L-asparagina en acido
aspartico y amonio, usada para el tratamiento de diversas enfermedades como leucemia
linfobléstica aguda, linfosarcomas, linfomas no-Hodgkin, entre otras. A pesar de que existen en
el mercado diversas presentaciones comerciales de esta enzima aun no se resuelven los
problemas de hipersensibilidad en pacientes tratados, en consecuencia, existe una busqueda
constante de nuevas fuentes de L-asparaginasa con mejores caracteristicas que las descritas. En
este aspecto, este estudio presenta la purificacion y la caracterizacion de L-asparaginasa
intracelular de Enterobacter sp. M55 halotolerante aislado de las salinas de Maras. Para ello, se
cultivd la bacteria en medio M9, las células se concentraron por centrifugacion y lisaron por
sonicacion. En la purificacion se utilizaron técnicas de intercambio anidnico DEAE y por
exclusion molecular, asi se obtuvo un rendimiento de 36,26 % y una actividad especifica de
0,574 Ul/mg. Ademas, los parametros cinéticos fueron: Km 5,71 mM y Vpax = 0,16 pmol.mL"
! min y actividad L-glutaminasa menor a 2%; las condiciones 6ptimas de reaccién fueron 37 °C
y pH 6,0. Asimismo, la actividad se mantuvo mayor a 50% frente a hemoglobina, y se
incremento en 43% en presencia de glucosa. Con base a esta informacion, L-asparaginasa de
Enterobacter sp M55 presenta gran potencial clinico por la alta especificidad a L-asparagina y la

baja actividad L-glutaminasa.

Palabras clave: Enterobacter sp., L-asparaginasa, Salinas de Maras, intercambio anidnico,

paradmetros cinéticos



ABSTRACT

L-asparaginase (EC 3.5.1.1) catalyzes the hydrolysis of L-asparagine into aspartic acid and
ammonium, and it is used for the treatment of several diseases such as acute lymphoblastic
leukemia, lymphosarcomas, non-Hodgkin's lymphomas, among others. Although there are
various commercial presentations of this enzyme on the market, hypersensitivity problems in
treated patients have not yet been resolved, consequently, there is a constant search for new
sources of L-asparaginase with better characteristics than those described. In this regard, this
study presents the purification and characterization of L-asparaginase from Enterobacter sp.
M55 Halotolerant, isolated from the salt pans of Maras. For this, the bacteria were cultivated in
M9 medium, the cells were concentrated by centrifugation and Lysis by sonication. In the
purification, DEAE anion exchange and molecular exclusion techniques were used, thus
obtaining a yield of 36.26% and a specific activity of 0.574 IU/mg. Furthermore, the kinetic
parameters were Km 5.71 mM and Viax 0.16 pmol.mL-1.min-1 and L-glutaminase activity less
than 2%; optimal reaction conditions were 37 °© C and optimum pH was 6.0. Also, the activity
remained greater than 50% against hemoglobin, and increased by 43% in the presence of
glucose. Based on this information, L-asparaginase from Enterobacter sp M55 has great clinical

potential due to high specificity for L-asparagine and low L-glutaminase activity.

Keywords: Enterobacter sp., L-asparaginase, salt pans of Maras, anion exchange, kinetic

parameters.
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CAPITULO L. INTRODUCCION
1.1 Situacién problematica
El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, en el 2015 ocasioné 8,8 millones de
muertes, por tanto, es un problema de salud publica. De estos, el 70 % fue registrado en paises en

vias de desarrollo, en los cuales menos del 30% tienen acceso a tratamientos oncoldgicos (1).

La leucemia es un tipo de cancer de la sangre que afecta a los leucocitos o globulos rojos, asi,
la leucemia linfoblastica aguda (LLA) afecta a los linfocitos. Sin embargo, en Pertl no existen
datos estadisticos sobre la LLA y solo se toma como referencia de forma general. Este cancer
afecta principalmente a nifios menores de 14 afios, en el 2016 se presentaron 410 casos nuevos
registrados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (2). Sin embargo, en el 2012,
la leucemia fue la undécima causa de muerte por cancer en Lima Metropolitana, se registraron
1076 muertes por leucemia entre los afios 2010 y 2012 correspondiendo a una tasa de mortalidad

de 3,9 por 100.000 habitantes. (3)

En los ultimos afios, el éxito del tratamiento de la LLA es mayor, principalmente debido a la
incorporacion de L-asparaginasa (L-ASNasa) en los protocolos de tratamiento. En el mercado
existen L-ASNasa de Escherichia coli nativa (L-ASNasa nativa), L-ASNasa de Erwinia
chrysanthemi (ASNasa de Erwinia), y una forma pegilada de L-ASNasa de E. coli nativa. L-
ASNasa nativa (L-ASNasa pegilada). La L-ASNasa nativa estd en primera linea en los
protocolos de tratamiento; sin embargo, es la causante del 30% a 70% de las reacciones de
hipersensibilidad (4). La L-ASNasa de Erwinia es un medicamento de reserva para pacientes que
desarrollan hipersensibilidad a la L-ASNasa nativa. La L-ASNasa pegilada disminuye los
problemas de hipersensibilidad, pero varios investigadores concluyeron que aun siguen siendo

significativas. Aunque se haya aumentado el éxito de recuperaciéon con las dos ultimas
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presentaciones de L-ASNasa, el costo de tratamiento es elevado, lo que hace poco accesible a

estos medicamentos en paises en vias de desarrollo como el nuestro.

En nuestro entorno, EsSalud cuenta con L-asparaginasa de E. coli nativa en su petitorio, por lo
que ésta enzima es la piedra angular en los protocolos de tratamiento de LLA, a esto se
acompana con algin esteroide inmunosupresor para disminuir el riesgo inmunogénico, aun asi,
las reacciones de hipersensibilidad estdn presentes en mas del 30% de los pacientes sometidos al
tratamiento. Ademas, puede enmascarar la presencia de hipersensibilidad subclinica, estado
donde se produce anticuerpos para inactivar a la L-ASNasa sin evidenciarse los sintomas de

hipersensibilidad. Lo que ocasiona retraso del inicio y/o continuidad del tratamiento.

Otro problema relacionado con la L-ASNasa es su actividad secundaria L-glutaminasa, la
hidrolisis de L-glutamina genera la reduccion de la sintesis de varias proteinas importantes como
la albimina, la insulina, el fibrindgeno y la proteina C, lo cual genera toxicidad de los érganos

como higado, pancreas, cerebro y alteraciones en el sistema circulatorio (5)(6).

La mayoria de estos efectos secundarios descritos arriba se le han atribuido a la elevada actividad
de glutaminasa de L-ASNasa. Las ASNasas de E. coli nativa y E. chrysanthemi hidrolizan la L-
glutamina hasta en un 9% de la actividad de hidrolisis total (7). Aunque la actividad L-
glutaminasa de la L-ASNasa sea necesaria para la actividad frente a las células tumorales, se
recomienda que sea menos del 3%. Ademas, otra caracteristica importante es que tenga bajo

valor de la constante de michaelis menten (Km).

En este aspecto existe una tendencia global en la busqueda de microorganismos productores
de L-ASNasa con igual o mejores caracteristicas de L-glutaminasa y/o Km, que las reportadas

como alternativa para el tratamiento de la LLA, pricipalmente. Por ello, el objetivo de este

12



trabajo principalmente se basa en la caracterizacion de una L-ASNasa de Enterobacter sp. M55

halotolerante aislado de las salinas de Maras de Cusco.

1.2 Formulacién del problema
(Las caracteristicas bioquimicas de actividad L-glutaminasa y Km de la L-ASNasa purificada
de Enterobacter sp. M55 halotolerante seran mejores o iguales que las estudiadas hasta la

actualidad?

1.3 Justificacion de la investigacion

Perti presenta nichos ecologicos que contienen microorganismos muy diversos con alto
potencial prospectivo en las industrias alimentaria, farmacéutica, médica, cosmética, quimica,
entre otras. Tal es el caso de las salineras, ambientes hostiles para diversos organismos, los

cuales han creado estrategias para enfrentar las altas concentraciones de sales.

En el mercado, la L-ASNasa de primera linea y mas usada es la de Escherichia coli, por su
bajo costo, principalmente; pero las reacciones adversas como la hipersensibilidad,
hepatotoxicidad, pancreatitis y leucopenia, son las principales causas del fracaso en la terapia.
Por otro lado, las enzimas provenientes de la Erwinia chrysanthemi y la pegilada resultan ser
costosas para paises como el nuestro. Razones por el que se requieren la busqueda de nuevas

fuentes de L-ASNasa con menor Km, baja actividad L-glutaminasa y a menor costo.

Por otro lado, el Informe del Programa Nacional de Toxicologia sobre Carcindgenos
considera a la acrilamida como un potencial carcindgeno humano (8). Recientemente en los
paises desarrollados se estan preocupando por los niveles altos en los alimentos. Tal es asi; la
union europea, a través de la comision; industria alimentaria y las autoridades nacionales

elaboraron recomendaciones para reducir la formacion de acrilamida en alimentos de origen
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amilaceo que son procesados a altas temperaturas (ejemplo: galletas, pan, cereales, papas fritas y
alimentos para bebes). En estas recomendaciones, sugieren que los alimentos sean pre-tratados

con L-ASNasa antes que pasen el proceso térmico. (9)

Por estos motivos, se caracteriz6é una L-ASNasa de Enterobacter sp.M55 halotolerante aislado
de un ambiente de alta concentracion salina. Se evalu6 su afinidad por su sustrato, factor
relacionado con los efectos adversos en el tratamiento de la LLA; estabilidad a factores hostiles

como temperatura, pH, metales, etc.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general
Purificar y caracterizar parcialmente la L-asparaginasa de Enterobacter sp.M55 halotolerante

aislado de las salinas de Maras

1.4.2 Objetivos especificos
= Purificar L-asparaginasa a partir de un cultivo de Enterobacter sp. M55 halotolerante
= Determinar los parametros cinéticos de L-asparaginasa aislada de Enterobacter sp.
M55 halotolerante.
= Determinar el efecto de iones y compuestos séricos sobre la velocidad de reaccion de

L-asparaginasa aislada de Enterobacter sp. M55 halotolerante
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Roy y col. (2019), caracterizaron una L-asparaginasa extracelular de Bacillus megaterium
MG] purificada 31,52 veces con actividad especifica de 215 U mg! y un rendimiento de 29%.
Ademas, ellos determinaron que la enzima es un homotetramero de 185 kDa en su estado nativo
y 47 kDa en SDS-PAGE. Los pardmetros cinéticos de Km y Vmax fueron 2,0 x 10* M y 1,198
mM s!, respectivamente, asimismo, la actividad enzimdtica 6ptima fue a 37 °C y pH 8,5. Por
otro lado, determinaron que los iones Fe**, Cu?’, Mg?", Co*', Mn?" y Ca?" disminuyen la
actividad mientras que el Na" y el K aumentan. Adicionalmente, la enzima presento buena

estabilidad y actividad en solventes organicos y agentes reductores (10).

El-Naggar y col. (2018), caracterizaron una L-asparaginasa de Streptomyces brollosae NEAE-
115 purificada 7,83 veces con actividad especifica de 76,671 U/mg y un rendimiento de 7,25 %.
La enzima peso 67 kDa y mostro una actividad maxima a pH 8,5 y 37 °C. Los parametros
cinéticos de Km y Vmax fueron 2,139 x 10> M y 152,6 UmL™"! min’!. El tiempo de vida media

fue de 65,02 min a 50 °C, mientras que a 60 °C fue de 62,65 min (11).

Husain y col. (2016a), caracterizaron L-asparaginasa extracelular, de Enterobacter cloacae,
por lo cual purificaron hasta obtener 105,07 Ul/mg que corresponde 119,39 veces de purificacion
con sephadex G-100 con un rendimiento de 33%. Esta enzima es homodimérica, 106 kDa, el
monoémero peso aproximadamente 52 kDa y pl 4,5 con actividad 6ptima a pH entre 7,0 y 8,0 y
entre 35 a 40 °C. Los parametros cinéticos de esta enzima fueron Kum, Viax y Kear de 1,58x1073
M, 2,22 TU pg' y 5,3 x 10 4 s7!, respectivamente. A la vez, indican que la actividad L-

asparaginasa fue incrementada con Na' y K*, mientras que con Ca*, Mg?*, Zn** , Mn?" Cd*",
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Ni?*, Hg?" y Fe** disminuyé. Finalmente, determinaron alta especificidad por L-asparagina y

ninguna actividad por L-glutamina (12).

Husain y col. (2016b), caracterizaron una L-asparaginasa libre de actividad L-glutaminasa de
Pseudomonas otitidis. La enzima purificada peso aproximadamente 205 + 3 kDa en PAGE-
nativa y 34 £ 1 kDa en SDS-PAGE, revelando que la enzima es homohexdmero, el punto
isoeléctrico fue 5,5. Ademads, las condiciones Optimas de reaccion fueron 40 °C y pH 7.5.
Asimismo, Na" y K" y los agentes reductores (2-mercaptoetanol y glutation) incrementaron la
actividad; mientras que Ca**, Mg?’, Zn*" y Mn*" y Fe**; y el agente bloqueante del grupo tiol
(yodoacetamida) inhibieron la actividad enzimatica. Con respecto al tiempo de vida media in

vitro es mayor que la L-asparaginasa comercial proveniente de Escherichia coli (13)

Jimat y col. (2017), purificaron L-asparaginasa de Bacillus sp. por 2,21 veces con sulfato de
amonio, cromatografia de intercambio i6nico y exclusion por tamafio; y determinaron 50,07% de
rendimiento usando sulfato de amonio. La enzima pura presento actividad especifica de 10,11
U/mg y pesd 65 kDa en su estado nativo, asimismo se determind que la enzima es un dimero

(14).

Rahimzadeh y col. (2016), purificaron y caracterizaron dos L-asparaginasas intracelulares
aisladas de Bacillus PG-03 y Bacillus PG-04. Las L-ASNasas fueron purificados por DEAE-
Sepharose, los resultados de la SDS-PAGE fueron 25 kDa y 30 kDa; Km 23,8 mM y 3,3 mM;
presentaron actividad en un rango de pH entre 3,0 y 9,0 con actividad maxima a pH 6,0 y 7,0;
maxima actividad a 37 °C y 40 °C; tiempo de vida media de 69,3 min y 34,6 min a 37 °C,
respectivamente. Ademas, las ASNasa fueron estables en un amplio rango de pH y temperatura

(15).
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Dash y col. (2016), purificaron y caracterizaron una L-asparaginasa de Actinomycetales
BkSoiiA. La enzima fue purificada 95,06 veces y mostrd una actividad especifica de 204,37
U/mg con un rendimiento del 3,49%. Por SDS-PAGE se determind 57 kDa. Los pardmetros
cinéticos de Km y Vmax fueron 0,91x10° M y 15,6 U/ml, respectivamente. La enzima
purificada mostr6 maxima actividad a un pH de 10,0 y fue estable a pH entre 7,0 y 9,0. La

enzima fue inhibida por varios iones divalentes (16)

Mahajan y col. (2014), caracterizaron la ASNasa extracelular del Bacillus licheniformis
RAM-8. Para ello, el extracto crudo extracelular fue purificado por ultrafiltracion, precipitacion
con acetona, columna DEAE y finalmente por sephadex G-150. El nivel de purificacion fue hasta
30 veces, utilizando sephadex G-150. Las caracteristicas de L-ASNasa fueron: 134,8 kDa; Km
0,014 mM; Vmax 4,03 IU/ng; actividad optima a pH 9,0 y 60 °C. Los activadores de la enzima
fueron Na" y Co?" e inhibidores Ca, Mn, Zn, Ni, Cu, Cd, Hg, EDTA, EGTA, urea, 4cido
bromoacético, PCMB, 2-mercaptoetanol, ditiotreitol, lactato, piruvato y oxalato. Ademas,
determinaron alta especificidad a L-asparagina, baja actividad a D-asparagina y minima

actividad a L-glutamina (17).

Makky y col. (2014), caracterizaron la ASNasa de Streptobacillus sp. KK2S4, ellos
produjeron ASNasa con lactosa 0,2% (p/v), nitrato de sodio 0,1% (p/v), polvo de mazorca de
maiz pretratado 6% (p/v), suspension bacteriana 4% (v/v) en 50 ml de medio MM9 a pH 5,0 y 40
° C. La actividad especifica fue 21,77 IU/mg con una purificacion de 39,58 veces y un
rendimiento de 39%. El SDS-PAGE mostr6 una banda unica de 11,2 kDa. Ademas, la actividad

Optima de la enzima purificada fue a pH 8,5 y 35 °C (18).

Gholamian y col. (2013), investigaron los efectos de la temperatura y el pH tanto en el

crecimiento bacteriano como en la actividad enzimatica de Bacillus sp GHS, y mostraron que el
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crecimiento maximo se produjo a 37 °C y pH 7,0. Ademas, se observo una actividad méxima de

L-ASNasa a 37 °Cy pH 8,5 (19).

Singh y col. (2013), caracterizaron una L-asparaginasa extracelular de Bacillus aryabhattai
ITBHUO2. La enzima fue purificada 68,9 veces con una actividad especifica de 680,47 U mg™.
La enzima fue homotetramérica con 155 kDa y el mondémero de 38,8 kDa. La actividad
enzimatica Optima fue a pH de 8,5 y 40 °C. Los parametros cinéticos de Km, Vmax y Kcat
fueron 0,257 mM, 1,537 U pg! y 993,93 57!, respectivamente. Asimismo, se determind alta
especificidad a L-asparagina y baja por L-glutamina. La actividad fue incrementada por K™ y
Na', mientras que los cationes divalentes la disminuyeron. La enzima presentd aproximadamente

el 74% de hélices a y el 12% de laminas . (20)

Kumar y col. (2013) caracterizaron una L-asparaginasa de Cladosporium sp. esta enzima fue
purificada 867,7 veces con una actividad especifica de 83,3 Ul/mg. La enzima fue un trimero de
121 kDa (homodimeros de 37 kDa y un mondémero de 47 kDa). Los Optimos de temperatura y
pH fueron 30 °C y 6,3; con parametros cinéticos de Vmax de 4,44 pmol/mL / min y Km de 0,1
M. La actividad enzimatica fue inhibida por p-mercaptometanol, mientras que Ca*, Co?*, Cu®*,
Mg**, Na*, K* y Zn*" disminuyeron la actividad enzimatica, por el contrario, Fe**, Pb*" y KI

estimularon la activaron (21).

Kumar y col. (2011), purificaron y caracterizaron una L-asparaginasa sin actividad L-
glutaminasa intracelular de Pectobacterium carotovorum MTCC 1428. La enzima fue
homotetramérica con 144,4 kDa y un punto isoeléctrico de aproximadamente 8,4. Ademas, los
parametros cinéticos tales como Km, Vmax y kcat de L-asparaginasa fueron 0,657 mM, 4,45 U
ngly 2,751 x 10° s!, respectivamente. El pH optimo estuvo en el rango entre 8,0 a 10,0, y la

temperatura Optima fue 40 °C (22)
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Esta enzima fue activada por Na®, K', L-cistina, L-histidina, glutation y 2-mercaptoetanol;

mientras que es moderadamente inhibida por cationes divalentes y reactivos del grupo tiol.

2.2 Bases tedricas
2.2.1 L-asparaginasa

a) Caracteristicas estructurales de L-asparaginasa

La ASNasa II de E. coli es una enzima prototipo, en su estado activo es homotetramérica,
pertenece a la clase de proteinas a/B. Cada subunidad estd conformada por 326 residuos de
aminoacidos y cada uno presenta dos dominios. El primer dominio conformado por 201 aa y el
segundo por 125 aa. El sitio activo estd conformado por dos residuos de treonina, un aspartato y
una lisina. Los dos residuos de treonina son necesarios para la actividad, pero solo una de ellas

reacciona con la asparagina (12).
b) Mecanismo de accion de la L-asparaginasa

L-asparaginasa (EC 3.5.1.1) es una amidohidrolasa, que hidroliza la L-asparagina en amonio
y 4acido aspartico. El mecanismo de accion consiste en el ataque nucleofilico del grupo B-amida
de la asparagina. Si bien existen varias posibilidades para la identidad del residuo nucleofilico, el

oxidrilo de la cadena lateral de la treonina-89 es el mas probable (12)

¢) Fuentes de microorganismos, caracteristicas fisicoquimicas y cinéticas de la L-

asparaginasa

Existen muchas fuentes de L-ASNasa, pero solo de E. coli y E. chrysanthemi son
comercializadas. Ademas de estas, existen numerosos reportes de cepas de Bacillus sp

productoras de L-ASNasa cuyas principales caracteristicas de presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas y cinéticas de L-ASNasas

Peso
Actividad especifica de Grado de Enzima Ky pH Temperatura Activador/
Bacteria molecular Extracelular/ Fuente
L-asparaginasa purificacion nativa (mM) optimo optima (°C) inhibidor
(kDa) intracelular
Bacillus sp. SUPEROSA: 10.11 U/mg 221 Dimeérica 65 (M) - - - Extracelular (Jimat y col., 2017)
Na", K"y Mg™/
Extracto: 23 Ul/mg
PMSF (80%)/
ultrafiltracion: 30 Ul/mg
EDTA, trea,
Bacillus licheniformis acetona: 42 Ul/mg
30.17 Tetramérica 134.8 (T) 0,014 9 60 acido bromo Extracelular (Mahajan y col., 2014)
RAM-8 DEAE: 419 Ul/'mg .
acético, 2-
Sephadex G-150): 697,09
mercaptoetanol,
Ul/mg
lactato. piruvato.
Bacillus PG-03y 25(M) y 23.8
- - Tetramérica 6y7 37y 40 - Intracelular (Rahimzadeh y col., 2016)
Bacillus PG-04 30 (M) 33
1835 Ul/mg (CM-sephadex
Bacillus sp GH3 ) 128.3 8.5 37 - Extracelular (Gholamian v col ., 2013)
C30
Extrac. crudo: 0.55 Ul/mg
Streptobacillus sp. sulfato: 0.95 Ul/mg
39.58 Tetramérica 11.2 (M) - 8.5 35 Ca~/EDTA extracelular (Makky col., 2014)
KK254 DEAE: 2.75 Ul/mg
Sephadex G-50: 21.77 U/mg
Bacillus sp. DKMBTI0 - - Tetramérica 45 (M) - 7 37 Mg~ /EDTA extracelular (15)
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2.2.2 Meétodos de purificacion enzimatica
a) Clasificacion de métodos de purificacion segin la naturaleza de las

proteinas.

Purificacion por solubilidad

La solubilidad de las enzimas depende de concentracion de sales, polaridad del
solvente, pH del medio y temperatura. En el método de purificacion por solubilidad, el
uso de las sales es el mas comun para la purificacion, debido a que aumenta la fuerza
ionica del medio y disminuye la solubilidad de las proteinas, fenémeno conocido como
salting out. La sal retira el agua de hidratacion de la proteina; por tanto, estas tienden a
agregarse y precipitar. Cada proteina precipita a diferentes saturaciones de sales, la mas
usada es el sulfato de amonio, dado que permite purificar una proteina de interés,

proteger su estado nativo y a su vez concentrar (23)(24).

Los solventes organicos también son utilizados para concentrar y purificar las
proteinas, el fundamento de estos solventes se debe a su baja constante dieléctrica que
permite su baja solvatacion del medio acuoso hacia las proteinas y por lo tanto estas
precipitan. Estos solventes tienden a precipitar las proteinas, por lo que se recomienda
trabajar por debajo de 0 °C. La acetona es el solvente mas utilizado para este fin. Otro
método de purificacion es el uso de su punto isoeléctrico, como se sabe que las

proteinas tienden a precipitar en el pH que corresponde a su punto isoeléctrico (23)(24).

Purificacion por tamafio o masa

La didlisis es un método de separacion de las enzimas a través de una membrana
semipermeable, utilizado principalmente en la desalinizacion y concentracion de
proteinas de gran tamafio. La ultrafiltracion es otro método de purificacion, las

membranas de ultrafiltracion son generalmente de acetato de celulosa u otros materiales
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porosos. Se puede usar para purificar y concentrar con la ayuda de una fuerza externa de
vacio o centrifuga para acelerar el proceso. La cromatografia de filtracion en gel o
cromatografia de exclusion por tamafio se basa en la formacion de perlas porosas con
tamafios de poros conocidos. En esta columna, las enzimas de menor tamafo son las
que tardan en salir de la columna. Las enzimas de gran tamafio se excluyen y no
ingresan a los poros y se eluyen mas rapido que los pequefios. Este tipo cromatografia
es utilizado para estimar el tamafio de la enzima. Otro factor que afecta a este tipo de

cromatografia es la forma de la proteina y la fuerza ionica del eluyente (23) (25)

Purificacion por polaridad

Las enzimas presentan carga neta, esta caracteristica es bien aprovechada para la
purificacién por cromatografia que contienen perlas con grupos funcionales con carga
positiva o negativa. Las enzimas cargadas positivamente se unen a las perlas con carga
negativa, llamado cromatografia anidnica. La cromatografia cationica consiste en el uso
de columnas cargadas positivamente que captan enzimas de carga negativa. Los
principales grupos funcionales en intercambio i6nico son Dietilaminoetil (DEAE),
aminoetilo cuaternario (QAE) y amonio cuaternario (Q) como intercambiador y
carboximetil (CM), sulfopropil (SP) y metilsulfonato (S) como intercambiador. La
electroforesis es otro método que emplea un campo eléctrico para separar enzimas en
funcién de la densidad de la carga. Los métodos mas utilizados emplean matriz SDS-
PAGE. La distancia que migra es inversamente proporcional al registro de su radio
molecular, es aproximadamente proporcional al peso molecular. De manera similar
sucede, en una matriz con gradiente de pH. La enzima migra, debido al campo eléctrico,
hasta encontrase con pH en el que la enzima la carga neta es cero (punto isoeléctrico)

(23) (26)
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Purificacion con base en la afinidad de union

Esta técnica es util para la separacion de enzimas por su afinidad con grupos
quimicos, mientras mas especifica sea la enzima por el grupo quimico, mejor sera la
separacion de esta. Un ejemplo de cromatografia de afinidad de ligando es la
cromatografia de afinidad Ni-NTA (niquel - &cido nitrolotriacético - agarosa). Este
ligando se une fuertemente a un péptido de seis aminoacidos que consiste solo en
histidinas (6His). Otras formas de cromatografia de afinidad incluyen cromatografia de

colorante-ligando, cromatografia de inmunoadsorcion y cromatografia covalente.

b) Clasificacion de métodos de purificacion de proteinas segiin la naturaleza

de la técnica.

La obtencion de proteinas libres de impurezas es muy importante tanto en la industria
alimentaria y farmacéutica, mas aiin en esta ultima. La calidad de pureza en la industria
farmacéutica determina la calidad del medicamento. También, para caracterizar las
proteinas, como determinar su estructura aminoacidica es necesario la alta pureza de las
proteinas. Para ello, los métodos cromatograficos son una buena alternativa para la
obtencion de enzimas con alta pureza; sin embargo, son mucho mas costosos, lo cual
son utilizados para muestras pequefias, razéon por la cual son dificilmente escalables

7).

Métodos cromatograficos

El botanico Mikhail Tswett, a inicios del ciclo XX introdujo el término
cromatografia después de separar pigmentos de plantas en una columna de planta.
Desde entonces, la cromatografia evolucioné mucho a tal punto de que esta técnica es la
mas utilizada para la obtencion de muestras de alta calidad de pureza; sin embargo,

tiene algunas limitaciones, principalmente el alto costo de la técnica. Esta técnica
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consiste en una fase movil y fase estacionaria (generalmente solido). La muestra puede
adsorberse a la fase movil o estacionaria, segun las condiciones de pH, carga neta, peso
molecular, ligandos en la fase estacionaria, punto isoeléctrico de la muestra. Por ello,
existen muchas estrategias y técnicas de purificacion para obtener buena calidad de
proteinas, lo cual generalmente permite usar dos o mas técnicas complementaria para tal

objetivo (27). A continuacion, se describira las técnicas cromatograficas.

Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio i6nico es una técnica basica que se fundamenta en
la interaccion electrostatica reversible, muy util para la separacion de compuestos
cargados en su superficie como proteinas y péptidos. Donde estas presentes en la fase
movil se unirdn electrostaticamente al intercambiador de iones, presente en la fase
estacionaria. Estos se competirdn con iones de mayor fuerza para eluir las proteinas.
Las proteinas con carga similar al del intercambiador seran eliminados por no adherirse

a la resina.

Intercambiador anidénico: R™ A- B

Intercambiador catidnico: R”A* B"
Doénde: R (intercambiador), A (proteina) y B (ion competidor)

Para que suceda esto, las proteinas deben estar con una carga neta positiva o
negativa. Por ello es necesario conocer el punto isoeléctrico (pl) de las proteinas para la

correcta eleccion de los intercambiadores.

Punto isoeléctrico de proteina

El punto isoeléctrico (pl) se refiere al pH en el que la carga neta una proteina es cero;

es decir, el pH donde la suma de las cargas positivas equivale a la suma de cargas
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negativas. Los aminoacidos que generalmente brindan las cargas positivas y negativas
son cisteina, aspartato, lisinas y las histidinas, y residuos de aspartato y glutamato,
respectivamente. Cuando el pH de la solucion esta por encima del pl de la proteina, esta
se carga negativamente debido a que los grupos carboxilos de los aminoacidos se
ionizan (-COQ); y si esta por debajo del pl, la proteina se carga positivamente debido a
que el grupo amino de los aminoacido acepta hidrogenos (-NHs"). La carga neta es la
suma de las cargas positivas y negativas, sin importar la distribucion de las cargas. Sin
embargo, la interaccion de la proteina depende de las cargas de su superficie, y no
necesariamente de la carga neta diferente a cero. Por ello, una minima diferencia de pH
de la solucidn a la del punto isoeléctrico no aseguraria una superficie cargada esperada.
En este sentido, se recomienda trabajar que la solucion sea una unidad mas bajo o alto

para asegurar la carga de la superficie deseada de la proteina.

Seleccion de intercambiador

Un intercambiador consta de la unidon covalente de una matriz porosa o no porosa y
un grupo funcional cargados positiva o negativamente. La matriz debe estar libre de
cargas para evitar las interacciones inespecificas y solo dependa de la porosidad y la
carga de los grupos funcionales; las matrices no porosas dependen Unicamente de la

carga de los grupos funcionales, aumentando la especificidad.

La eleccion del tipo de técnica depende de la naturaleza y la capacidad de sustitucion
de los grupos funcionales del ligando. La clasificacion depende principalmente de la
carga de los ligandos, asi encontramos a intercambiadores anionicos y cationicos. El
ligando de los intercambiadores de aniones puede cargarse positivamente y atraer a las
proteinas cargadas negativamente. Por el contrario, los intercambiadores de cationes se

pueden cargar negativamente y atraer a las proteinas cargadas positivamente. También
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pueden clasificarse en intercambiadores fuertes y débiles, esto depende de la ionizacion

de los ligandos, los que tienen alto coeficiente de ionizacion estan completamente

ionizados en un amplio rango de pH, por lo que se puede trabajar muy bien en un

amplio rango de pH y no se ve afectado la carga. Por el contrario, el pH puede ser un

factor de la carga del ligando débil. En la tabla 2 se muestra algunos intercambiadores.

Tabla 2. Intercambiadores i6nicos comunes

Intercambiador Ligando Grupo cargado
Cation fuerte Sulfopropilo (SP) -CH>CH>CH>S0O3"
Cation fuerte Metil sulfonato (S) -CH2SO5

Cation débil Carboximetilo (CM) -O-CH.COO

Anion fuerte

Amonio cuaternario (Q)

-CH,-N*(CHs)3

Anién débil

Dietilaminoetilo (DEAE)

-CH2-CH2-N*H (C2Hs)2

Anion débil

Dietilaminopropilo (ANX)

-CH2-CHOH-CH2-N"H (C:Hs):

Fase movil

La fase movil se compone por una solucion tampon de pH e iones de sal neutra. La

carga del intercambiador debe ser el mismo de los iones del amortiguador para evitar la

unioén electrostatica entre estos y dejar libre para que el primero se una a las proteinas

cargadas.
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Tabla 3. Tampones no volatiles para intercambio anionico

Intervalo de Sustancia Concentracion Contraiéon pKa (25 °C)
pH (mM)
4,3-5,3 N-metilpiperazina 20 Cl- 4,75
4,8-5,8 Piperazina 20 Cl-o HCOO- 5,33
5,56-6,5 L-histidina 20 Cl- 6,04
6,0-7,0 Bis-Tris 20 Cl- 6,48
6,2-7,2; 8,6-9,6 Bis-Tris propano 20 Cl- 6,65; 9,10
7,6-8,6 Tris 20 Cl- 8,07
8,4-9,4 Dietanolamina 20apH 8.4 Cl- 8,88
50apH 8.8

9,0-10,0 Etanolamina 20 Cl- 9,50
9,2-10,2 Piperazina 20 Cl- 9,73
10,6 -11,6 Piperidina 20 Cl- 11,12

Tabla 4. Tampones no volatiles para intercambio cationico

Intervalo de pH Sustancia Concentracién Contraién pKa (25
, (mM) °C)

1,4-2,4 Acido maleico 20 Na* 1,92
2,6 -3,6 Acido citrico 20 Na* 3,13
33-43 Acido l4ctico 50 Na* 3,86
33-43 Acido férmico 50 Na'o Li" 3,75
3,7-4,7;5,1-6,1 Acido succinico 50 Na* 421; 5,64
43-53 Acido acético 50 Na' o Li* 4,75
5,6-6,6 MES* 50 Na® o Li* 6,27
6,7-17,7 Fosfato 50 Na* 7,2
7,0-38,0 HEPES* 50 Na" o Li* 7,56

7,8 -8,8 BICINE* 50 Na* 8,33

*MES: (Acido 2-morfolin -4-ilenosulfénico), HEPES: acido hidroxietil piperazinaetanosulfonico, BICINE: N,N-

Bis(2-hidroxietil)glicina.
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La unidn de las proteinas al intercambiador debe darse en condiciones de baja fuerza
i6nica, y eluidas con alta fuerza i6nica. Generalmente, el aumento de la fuerza i6nica es

adicionando cloruro de sodio (NaCl) al sistema tampon.

Cromatografia de exclusion por tamaiio

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC; Size-Exclusion Chromatography) o
cromatografia en gel separa las proteinas en funcidon al tamafio de estas. Las resinas
utilizadas presentan diferentes porosidades, estas generan un recorrido largo y sinuoso
para las que pueden ingresar, excluyendo a las proteinas muy grandes. Por lo tanto,
debido a que el recorrido de las proteinas pequenas es mayor, el tiempo de salida de la
columna también es mayor a diferencia de las proteinas grandes que salen mas rapido

(ver figura 1)

Figura 1. Cromatografia de exclusion por tamafio

Fase estacionaria

La fase estacionaria esta formada por la resina, donde juega un papel importante en
la calidad de resolucion de separacion, donde el volumen, tamafo de particula y

distribucion de tamafio de poro juegan un papel importante.
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La matriz estd formada por un conjunto de perlas, estas son polimeros en forma de
redes o poros en la superficie e interior de la perla. Estos poros funcionan como canales
para el recorrido de aquellas proteinas que pueden ingresar. El grado de reticulacion

determina la distribucion y tamafio de los poros.

La distribucion de los poros determina la selectividad de la matriz y puede explicarse

con la curva de selectividad (figura 2).
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Figura 2. Curvas de selectividad de los medios Superdex 200 y G25

En la figura 2 se puede observar que el superdex 200 de la compaiia General Electric
presenta un rango de selectividad lineal de 1x10* a 6x10°, fuera de este rango no es
posible la separacion diferencial. Las moléculas mas grandes que el limite superior
presentan un coeficiente de distribucion de cero, debido a que no existen poros que
permite la separacion. Por otro lado, las moléculas menores al limite inferior presentan
un coeficiente de uno, estas ingresan a todos los poros sin diferenciarse y no existe la

separacion diferencial.

La columna con G25 es utilizado para la separacion de moléculas pequeiias como los
péptidos o desalinizacion de muestras, debido a que presentan una selectividad estrecha

y presentan una mejor resolucion de moléculas pequeiias.
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Fase movil

La fase movil generalmente es un sistema tampon, la variedad es amplia debido a
que las resinas son compatibles con varios compuestos. La resolucion de la separacion
puede ser al volumen de muestra cargada, tamafio de la columna, viscosidad del sistema
tampon y flujo de la fase movil. Generalmente se recomienda agregar NaCl 0,15M para

evitar las interacciones inespecificas.

Volumen de muestra cargada

Figura 3. Factores en la resolucion de SEC

A, tipica cromatografia de SEC; B, Volumen de muestra, un aumento en el volumen de
muestra también aumenta el ancho de salida de la muestra; C, Tamafio de la columna, al
incrementar el tamafio de la columna, las proteinas realizan un mayor recorrido y logran

separarse; D, viscosidad y flujo del eluyente, el incremento de la viscosidad y flujo, disminuye
la resolucion debido a la influencia en la transferencia de masas entre la fase estacionaria y la
fase movil mostrandose en picos con colas.

2.2.3 Caracterizacion enzimatica
2.2.3.1 Cinética enzimatica
Las enzimas son las encargadas de acelerar reacciones (catalizadores positivos). La
cinética enzimatica se ocupa en medir y describir matematicamente la velocidad de las

reacciones catalizadas por enzimas (28).
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Tipo de reaccion y orden de reaccion

Reaccion irreversible de primer orden

Es la reaccion mas simple y poco comiin que existe. Consiste en la conversion de una

sustancia (A) en un producto (P).

A >P

La flecha hacia la derecha significa que la sustancia A es minima e indetectable, y se
encuentra en equilibrio hacia la derecha. Ademas, la reaccion hacia la izquierda

(reaccidn inversa) no sucede.

La velocidad de reacciéon (v) se puede calcular en término de aparicion de producto
(P) dependiente del tiempo (#), o en términos de consumo de la sustancia A, dependiente

del tiempo.

Reaccion reversible de primer orden

Es la reaccion simple y muy comun que existe. El equilibrio de esta reaccion no esta

muy lejos del producto (P) o sustancia (A).

k+1

(A] — (P]
k-1

La ecuacion de esta reaccion es la siguiente:

= -2 = k1[A] - &1/

Donde,
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k+1: constante de velocidad de reaccion directa de primer orden.

k_1: constante de velocidad de reaccion indirecta de primer orden.

Alcanzard el equilibrio cuando las velocidades de reaccion directa e indirecta sean

iguales; por lo tanto, la velocidad general de reaccion sea cero.

La constante de equilibrio (Keq) es la division de las constantes de reacciones directa
e inversa. Para que la reacciéon vaya en la direccion del producto, la constante de

equilibrio debe ser grande (ecuacion 1).

oo Kt
1= 1
k\tj
[AF—7— [P
k.1

veveewn... €cuacion 1

La ecuacion de Michaelis-Menten (28)(29)

Esta ecuacion describe la velocidad de reaccion de muchas reacciones enzimaticas,
cuando la concentracion de enzima es mucho menos que el de sustrato y el complejo

enzima-sustrato (ES) es constante.

Los dos pasos de conversion de la sustancia A en producto (P) son la union del

sustrato A con la enzima y el segundo paso es el paso catalitico.

K+1 K+2
E+A — EA ——» E+P
K-1

E, enzima; A, sustrato; EA: complejo enzima-sustrato, k+»: constante de disociacion
o constante catalitico (kcat). Esta constante se asume que es muy bajo comparado a las
otras constantes (k+1, k-1).
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Donde, la formacion de producto se puede determinar mediante la contante de

disociacion y la concentracion del complejo enzima sustrato ([EA])

V= kcat[EA], k+2:kcat

La constante de Michaelis-Menten (Km) se puede determinar segun la ecuacion

[E]. [A]
[EA]

Km =

[E]: concentracion de enzima, [A]: concentracién de sustrato, [EA]: concentracion

del complejo enzima-sustrato.

La velocidad maxima se determina segln la ecuacion
Vmax = kcat [Et]

Donde:

Vmax: velocidad maxima, Et: enzima total

Y la ecuacion de Micaelis-Menten es:

Vmax[A]
Km + [A]
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Parametros de la ecuacion de Michaelis-Menten (28)
Km (mol.L™)

Este parametro la fuerza con el que se une la enzima con su sustrato. Segun la teoria
de Michaelis Menten, kcat es un valor insignificante en comparacion de k-1. Por lo

tanto, Km esta en funcion de k.1 y k+1.

k—1+kcat_k—1
k+1  k+1

Km =

Km baja indica mayor afinidad hacia su sustrato, por lo que k+1 mayor que k.i. Por el
contrario, Km indica la débil afinidad de la enzima por el sustrato, debido a que k+1 es

menor a k1.

Km se considera constante cuando el pH, temperatura y estado redox son estables.
También, el valor de Km corresponde a la concentracion de sustrato donde la velocidad
es la mitad de la velocidad maxima (Vmax), segin la ecuacion no lineal de Michaelis

Menten.

Keat (S_l)

El kcat, es la constante catalitica o velocidad de la conversion del sustrato en
producto, en condiciones de saturacion de sustrato por unidad de tiempo y enzima. A

mayor valor, mayor es los eventos cataliticos.
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CAPITULO III. METODOLOGIA
3.1 Enterobacter sp. M55
Bacilo Gram negativo, aislado de las salinas de Maras - Cusco, pertenece al
cepario del Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Esta bacteria fue
reactivada en medio Luria Bertani (LB) a 37 °C por 24 h y conservada por

crioconservacion a -20 °C.

3.2 Produccion de L-asparaginasa

Enterobacter sp. M55 se cultivo en 2 mL de medio LB a 37 °C por 24 h. Luego, este
cultivo se us6 como indculo al 10 % (v/v) para la produccion de L-asparaginasa en
medio Czapek Dox modificado (30) conteniendo en g/L: glucosa 10; extracto de
levadura 10; asparagina 1; NaoHPO4 3; NaH;POs4 6; NaCl 0,5; CaCl; 0,012 y
MgS04.7H20 0,12 a pH 7,0. Después, la mezcla se incub6 a 200 rpm, 37 °C durante 24
h. Posteriormente, las células se cosecharon por centrifugaciéon a 5000 rpm a 4 °C por
10 min. En seguida, las células se resuspendieron en NaCl 0,85% y centrifugaron a
5000 rpm a 4 °C por 10 min (esta actividad se realiz6 dos veces). Finalmente, estas
células se resuspendieron a una densidad 6ptica de 50 D.O (a 600 nm) en el tampon de

lisis Tris-HC1 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 a4 °C.

3.3 Purificacion de L-asparaginasa de Enterobacter sp. M55

3.3.1 Lisis celular por sonicaciéon

Las células se rompieron por ultra-sonicacion utilizando las sondas Branson modelo
250 y 450 (Branson Ultrasonics Sonifier™, Dunbury, CT, USA). El nivel de la punta de
la sonda estuvo en la mitad del volumen de la muestra. Asimismo, el recipiente que con
la muestra se mantuvo a -10 °C para evitar el sobrecalentamiento. Los parametros de

sonicacion fueron: tiempo total 2,5 con pulsaciones de 5 s e intervalos de 30 s de
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reposo, y 30% de amplitud. Al final, se centrifugd a 15000 x g, 4 °C durante 40 min. El
sobrenadante recuperado fue denominado extracto crudo enzimatico inicial, al cual se

determino las actividades L-asparaginasa y proteasa; y proteinas totales.

3.3.2 Determinacion del pH en la purificacion de intercambio aniénico (DEAE-
sepharose)

Se evaluo6 la influencia del pH del buffer tris-HCI de equilibrio en la ligacion de la L-

ASNasa y proteasas. Para ello el extracto crudo se ajunté el pH a 7.5; 8,0; 8,5 y 9,0.

Cada muestra se eluy6 en la resina DEAE-sepharose (Sigma-Aldrich, Missouri, USA),

previamente equilibrada con cinco volimenes de columna (VC) usando tampon Tris

HCI 20 mM a pH 7.5; 8,0; 8,5 0 9,0, segiin el pH de la muestra. Las fracciones no

ligadas luego de eluir la muestra se analizaron las actividades L-ASNasa y proteasa.

3.3.3 Purificacion por cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-
sepharose)
El extracto crudo enzimatico inicial a pH 6,5 se afiadid6 a una columna de agarosa
dietilaminoetil (DEAE-sepharose) (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) previamente
equilibrada con cinco volimenes de columna (VC) usando tampdn Tris HCI 20 mM a
pH 6,5. Las proteinas ligadas inespecificamente fueron eluidas (desligadas) usando
NaCl, 20 mM en 3 VC de NacCl disuelto en el mismo tampon de equilibrio. Después, las
proteinas ligadas especificamente se eluyeron a flujo constante con un gradiente
isocratico 0,2 mL/min de alta concentracion de cloruro de sodio (desde 100 a 500 mM)
disuelto en tampon Tris HCl 20 mM a pH 6,5. En seguida, se determinaron las
actividades L-ASNasa y proteasa; y las proteinas totales en las fracciones colectadas. En
seguida, las fracciones que presentaron una mayor actividad L-ASNasa se concentraron
hasta 1,0 mL por ultrafiltracion a 10 kDa (Amicon, Millipore, USA) para pasar a la

siguiente fase de purificacion.
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3.3.4 Purificacion por cromatografia de exclusion por tamaiio

Con el fin de aumentar el grado de pureza, en términos de actividad enzimatica por
mg de proteinas totales. Asi, 1 mL de la muestra concentrada en la fase de purificacion
anionica se separ6 por cromatografia de exclusion por tamafnos usando una columna de
agarosa superdex 200 10/300, equilibrada y eludida con tampon Tris-HCl 50 mM, NaCl
150 mM (pH 6,5) a un flujo de 0,5 mL/min. Después, en las fracciones colectadas de 1
mL se determind la actividad L-ASNasa y proteinas totales. Las dos fracciones
colectadas con mayor actividad L-ASNasa se juntaron para determinar L-ASNasa,

proteinas totales y SDS-PAGE.

3.4 Caracterizacion de L-asparaginasa de Enterobacter sp. M55
3.4.1 Actividad L-ASNasa por método del acido L-aspartil-p-hidroxamico

Consiste en la cuantificacion del aspartil-B-hidroxamato férrico producido por la
reaccion efectuada por L-ASNasa en presencia de hidroxilamina (31). La mezcla de
reaccion contenia: 700 pL de tampon Tris HCl 50 mM (pH 8,6), 100 uL de L-
asparagina 100 mM, 100 pL de hidroxilamina 1 M (pH 7,0) y 100 pL de muestra. La
mezcla se incubo a 37 °C durante 30 min, después se agregaron 250 mL de la solucion
de cloruro férrico, ATC y HCI a las concentraciones de 0,62 M; 0,306 M y 0,33 M
respectivamente; después se centrifugdé a 5 000 rpm por 5 min. A 1 mL del
sobrenadante se midi6 la absorbancia a 500 nm en un espectrofotometro (modelo
Genesys 10UV, marca THERMO). La cantidad de aspartil- f-hidroxamato férrico fue
determinada con la curva estdndar preparada a partir de una solucion de aspartil-3-
hidroxamato. La actividad L-ASNasa fue expresada en UIl/mL. Una unidad
internacional (UI) de L-ASNasa fue definida como la cantidad de enzima que libera 1

mol de aspartil-B-hidroxamato por min a 37 °C.
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3.4.2 Actividad L-ASNasa por método de Nessler
Este método fue descrito por Shifrin (32), y se adaptd en este trabajo. La mezcla de
1000 pL de buffer Tris-HC1 50 Mm, pH 7,0, 100 uL de L-asparagina 189 mM y 900 uL
agua Milli-Q fue incubado a 37°C, durante 5 min, luego se afiadieron 100 pL de
muestra ¢ incubo a 37°C, durante 30 min. Después, se anadié 100 pL de TCA, para
detener la reaccion. Luego se centrifugd a 5000 rpm por 2 min para clarificar, a 100 uL
del sobrenadante se afiadieron 100 pL de agua Milli-Q en una placa de lectura.
Finalmente, agregar 50 uL de reactivo Nessler y dejar por 1 min antes de la lectura a
436 nm en un lector de placas (Infinite M200PRO, Brand TECAN). Se us6 solucion de
sulfato de amonio para la preparacion de la curva estandar. Una unidad internacional
(UD) de actividad de L-asparaginasa (segun especificaciones) fue definida como la
cantidad de enzima requerida para liberar 1 pmol de amonio por ml por min a pH de 7,0

y 37 °C.

3.4.3 Perfil de homogeneidad de la L-asparaginasa por electroforesis

La homogeneidad de las muestras del extracto inicial, después de las etapas de
purificacion se determind mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras, descritas
por Laemmli (33), el gel de separacion y apilamiento al 12% (pH 8,8) y al 5% (pH
6,8), respectivamente. El tampon de electroforesis Tris-glicina (pH 8,5) y el tampon de
carga Tris-HCl 60 mM pH 6,8, glicerol 25%, SDS 2%, 2-mercaptoetanol 14,4 Mm,
Azul de bromofenol 0,1%. Las proteinas fueron reveladas con azul brillante de

Coomassie R-250.

3.4.4 Ensayo cuantitativo de la actividad proteolitica
Se empled el método descrito por Colho y col., usando azocaseina como sustrato
(34). El extracto crudo enzimatico (100 uL) fue mezclado con 100 puL de azocaseina 0,6

% w/v (disuelta en Tris-HCl 50 mM pH 8.5) e incubado durante 30 min a 37 °C.
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Después, a la mezcla de reaccion se adicion6 100 pL de ATC 10 % y centrifugé a 5 000
rpm por 5 min. A 100 pL del sobrenadante se mezcld con igual volumen de NaOH 0,5
N y ley6 a 430 nm en un lector de placas (Infinite M200PRO, Brand TECAN). Para el
calculo de la actividad, se considero la absorbancia de un blanco de muestra, al cual se
le anadid6 ATC antes de adicionar la enzima. La actividad fue expresada en Ul/mL,
donde una unidad de actividad es definida como la cantidad de enzima que aumenta en

0,001 la absorbancia de azocaseina hidrolizada por min de reaccion.

3.4.5 Determinacion de parametros cinéticos de L-asparaginasa de
Enterobacter sp. M55

Los valores de Vmax y Kum se determinaron a 37 °C y pH 6,0 utilizando L-asparagina
como sustrato entre 2 y 20 mM usando la enzima luego de purificar por exclusion por
tamafo. Primero, se determinaron las actividades L-ASNasas de cada concentracion de
sustrato (2, 3, 4, 5, 10, 15 y 20 mM) a diferentes tiempos de reaccion (0, 1, 5, 8, 11, 14,
20 y 30 min). Se calcul¢ las velocidades de reaccion por cada concentracion de sustrato,
graficando el producto versus el tiempo, cuya pendiente representa la velocidad de
reaccion. Luego, se graficd la curva de Michaelis-Menten, velocidades de reaccion
versus concentraciones de sustrato. Los pardmetros Vmax y Km se determinaron a partir

de la curva de Michaelis-Menten con Excel usando solver.

3.4.6 Efecto del pH y temperatura en la actividad enzimatica
La actividad L-asparaginasa se analiz6 a temperaturas 10, 15, 25, 30, 37,45, 50, 60 y
70 °C, a pH 7,5. Los resultados se expresaron en términos de actividad relativa con

respecto a la maxima actividad.
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De forma similar, la actividad L-asparaginasa se evalto a pH entre 4,0; 4,5; 5,5; 6,0;
6,5; 7,0; 7,5; 8,5 y 9,0 a 37 °C. Los resultados se expresaron en términos de actividad

relativa respecto a la méxima actividad.

3.5 Determinacion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales se determind por el método del &cido
bicinconinico (BCA) utilizando el kit “Bicinchoninic Acid Protein Assay” (Sigma-
Aldrich) (35), se basa en la reaccion de las uniones peptidicas y cadenas laterales de los
aminoacidos cisteina, triptofano y tirosina con el cobre (Cu™) en solucién alcalina,
reduciéndolo a Cu’. Esto forma un complejo soluble en agua con dos moléculas de
BCA, de color ptrpura, que absorbe a 562 nm. Se utiliz6 como estdndar albumina sérica
bovina (BSA) a las concentraciones de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0 mg mL'. La

concentracion de proteinas totales fue expresada en mg.mL".

3.5.1 Especificidad de sustrato

La especificidad del sustrato se determind midiendo la actividad enzimatica con
diferentes amidas como sustrato a 10 mM, a pH 6,0 y 37 °C, usando el método de
Nessler. Asi, se utilizaron L-asparagina, D-asparagina, L-glutamina, D-glutamina, 4cido
L-aspartico, acido D-aspartico, acido L-glutamico, L-ornitina y trea. Los resultados se
presentaron en términos de porcentaje de actividad relativa con respecto al mejor

sustrato.

3.5.2 Efecto de iones metalicos, componentes del suero e inhibidores
enzimaticos
El efecto de los iones Na*, K", Mg™", Ca™, Ba™, Mn™", Cu™, Co™ y Fe""" sobre la
actividad enzimatica se determindé a la concentracion de 100 mM, la actividad L-

ASNasa en presencia de las sales se determin6 a 37 °C, pH 6,0 durante 30 min.
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También se determind el efecto de los componentes del suero (citrato, arabinosa,
glucosa, acido piravico, lactato, D-galactosa y hemoglobina) a la concentracion de 10
mM. Los resultados se presentaron en términos de porcentaje de actividad relativa con
respecto al control. Finalmente, se determind la actividad enzimatica frente a
inhibidores enzimaticos a 10 mM (PMSF, EDTA, EGTA urea, DL-ditiotreitol,

mercaptoetanol, SDS y glutation), excepto glutation 0,5 mM.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
En esta investigacion se presenta la purificacion y la caracterizacion bioquimica
parcial de la L-asparaginasa intracelular de Enterobacter sp M55, por lo que fue
necesario la lisis celular por sonicacion, el tiempo optimo fue 90 s. En la figura 6 se
observa que a partir de los 90 s de sonicacion la biomasa se mantiene estable en 25
de absorbancia, asi como la actividad L-ASNasa en 0,5 UI/mL, proteinas totales 3
mg/mL. De la misma forma, la actividad proteolitica se mantiene en

aproximadamente 300 Ul/mL (Figura 7).
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Figura 4. Dindmica de biomasa, actividad L-ASNasa y proteinas totales después del
rompimiento celular de Enterobacter sp M55 por sonicacion
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Figura 7. Tiempo de sonicado, concentracion de biomasa y actividad proteolitica

La L-ASNasa segin su punto isoeléctrico puede adquirir cargas a diferentes pH,
permitiendo su unidn especifica a iones de manera reversible. En la figura 8, se muestra
actividad proteasa presente en las fracciones no ligadas después de pasar por la resina
agarosa DEAE equilibrada a diferentes pH. Segun el analisis Tukey, el promedio de
actividad proteasa no ligada a celulosa DEAE a pH 7,5 es significativamente mayor al

95% de confianza.
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Figura 5. Actividad proteasa no ligada a agarosa DEAE equilibrada a diferente pH

La aplicacion de la resina DEAE en la purificacion de L-ASNasa es frecuente en los
trabajos publicados. En otros estudios, el tampon de elucion conteniendo Tris HCI 20
mM y NaCl a alta concentracion, pH 8,6 fue el mejor para la purificacion de L-ASNasa
de Bacillus sp. (14)(17)(36). En esta investigacion, se observa que a pH 7,5 permite
eliminar el mayor porcentaje de las proteasas, sin embargo, a pH superior no hubo
diferencias significativas respecto a la capacidad de ligacion de la L-ASNasa. Estas
diferencias se deberian al valor del punto isoeléctrico de las proteinas, para el caso de L-
ASNasa de Enterobacter sp M55 probablemente tenga un punto isoeléctrico menor a
7,5, lo cual tendria una carga neta negativa que favorece su ligacion en la resina DEAE.
Por otro lado, las proteasas podrian tener un punto isoeléctrico proximo o por encima de

7,5, lo que imposibilitaria que se cargue y por lo tanto no permitiria ligarse en la resina

DEAE.
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En la figura 9 se muestra el perfil de actividad L-ASNasa y proteinas cuando son
eluidas con una gradiente lineal de NaCl a través de la resina DEAE. Respecto a la
actividad L-ASNasa, se muestra actividad L-ASNasa cuando se eluye con NaCl 0,3 M

que corresponde a las fracciones 13, 14 y 15.
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En la figura 10 se observa el perfil de purificacion en una columna de exclusion por tamatfio, la actividad L-ASNasa se evidencia en el volumen

13,86 mL.
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En la tabla 6 se muestra un factor de purificacion de 13,07 veces mayor al extracto
enzimatico crudo, luego de dos etapas de purificacion (cromatografia DEAE vy
cromatografia por exclusion molecular), con un valor de proteinas totales de 1,32
mg/mL, la actividad especifica de la enzima purificada fue 0,574 Ul/mg. Jimat D. y col.
lograron purificar L-ASNasa de Bacillus sp. 2,21 veces, Makky y col. 39,6 veces,

Mahajan y col. 30,3 veces, usando una estrategia de exclusion molecular de forma
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secuencial, con una resina Superose 12, Sephadex G-50 y Sephadex G-150,

obteniendo las actividades especificas de 0,11 Ul/mg, 21,77 Ul/mg y 697,09 Ul/mg,

respectivamente (14)(37)(17).

Tabla 5. Purificacion de L-asparaginasa de Enterobacter sp. M52

. Actividad | Proteinas Actividad _
ps oz Enzima Rendimiento
Pasos de purificacion L-ASNasa | totales L-ASNasa
total e (%)
(Ul/mL | (mg/mL) |especifica (Ul/mg)
Extracto inicial 2.845 0.200 4.552 0.044 100.000
Intercambio ionico (DEAE-sepharose) 1.451 1.450 7.282 0.199 51.013
Exclusion por tamaio (superdex 200) 1.032 0.894 1.557 0.574 36.262

En la figura 11 se observa las corridas cromatografias del extracto enzimatico inicial,

fraccion luego de purificar con DEAE, en el carril SEC se observan menor niimero de

fragmentos comparando con DEAE.
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Figura 8. SDS-PAGE de L-asparaginasa de Enterobacter sp. M55. Carriles: C, marcador
de peso molecular (kDa); M, extracto enzimdtico inicial; DEAE, cromatografia intercambio
anidnico; SEC, cromatografia de exclusion por tamafo.

En la figura 12 se observa los parametros cinéticos de L-asparaginasa como Km =

5,71 MM y Vimax = 0,16 pmol.mL".min"! segtin el método de regresion no lineal.
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En la figura 13, se observa la actividad relativa de L-ASNasa a diferentes

temperaturas. La mayor actividad L-ASNasa fue a 37 °C, valor considerado como el

100% con relacion a las otras analizadas. La actividad relativa a temperatura mayor a 50

°C fue menor al 10%.
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M55

En la figura 14, se observa la actividad relativa de L-ASNasa a diferentes
condiciones de pH. La maxima actividad se observo entre los pH 6,0 y 6,5, en el
primero presentd la méaxima actividad o actividad relativa de 100%. Ademas, a pH 9,0

la actividad se conserva aproximadamente 50%.
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En la figura 15, se observa que las actividades L-ASNasa con los inhibidores de serin
proteasas (PMSF) y metaloenzimas (EDTA, EGTA) estadisticamente no difieren a la
actividad sin inhibidor (control). La actividad relativa, en presencia de urea, aument6 en
33%, respecto al control. Los agentes reductores como DL-ditiotreitol, mercaptoetanol
inhibieron completamente la actividad. Sin embargo, el glutatiéon (agente reductor)
incrementd la actividad L-ASNsa en un 55%. Finalmente, la L-ASNasa perdid su

actividad en presencia de SDS.
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En la figura 16 se observa la actividad relativa en presencia de cationes divalentes

(Mg, Ca™, Ba™, Mn"™", Cu™", Co™) y trivalente (Fe™™"), estos iones inhibieron la

no afectaron la actividad.

y K"

+

actividad enzimatica. Por el contrario, los iones Na
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En la figura 17 se observa la actividad relativa de L-ASNasa en presencia de
componentes sanguineos. Asi, glucosa 10 mM increment6 la actividad relativa en un
43%. Por el contrario, arabinosa, lactato, D-galactosa disminuyeron la actividad en 23
%, 13 % y 36%, respectivamente. De igual forma, los compuestos séricos como citrato
y acido piravico disminuyeron la actividad en 5,7 % y 33,1 %, respectivamente.

Finalmente, la hemoglobina disminuyo la actividad en 41,3 %.
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Enterobacter sp M55

En la figura 18 se muestra los resultados de actividades relativas frente a sustratos
enzimaticos. L-asparagina fue el mejor sustrato para L-ASNasa, por lo tanto, fue el
sustrato control (100%). Por otro lado, las actividades cuando se usaron L-glutamina, L-
histidina, L-acido glutdmico, L-acido aspartico, D-acido aspartico y urea como sustrato

fueron 1,9 %; 2,2%; 9%, 0%; 9,9% y 27,6%, respectivamente.
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CAPITULO V. DISCUSION

L-asparaginasa es una enzima incluida en los protocolos de tratamiento de leucemia
linfoblastica aguda (38). La L-ASNasa proveniente de E.coli causa hipersensibilidad en
alrededor del 30% de los pacientes tratados (6), motivo por el cual se suspende el
tratamiento. Ademas, las L-ASNasas disponibles generan efectos adversos como
inflamacién pancredtica, hiperglucemia, convulsiones neurologicas e hipersensibilidad
(39), debido a la actividad L-glutaminasa intrinseca de la enzima en mas del 3%
(22)(40). En este aspecto, las investigaciones de busqueda de L-ASNasa libre o de baja

actividad L-glutaminasa son permanentes.

En esta investigacion se presenta informacion de la L-asparaginasa intracelular de
Enterobacter sp M55 aislado de las salinas de Maras - Cusco. Para ello, la bacteria se

cultivo

en medio M9 modificado (30), las células se rompieron por sonicacidn, el contenido
intracelular fue el extracto enzimdtico inicial (extracto crudo). Las actividades L-
ASNasa y proteasas fueron 0,2 y 284,0 IU/mL respectivamente; las proteinas totales
4,55 mg/mL. Estos valores evidencian la presencia de la enzima y el desafio estd en la

purificacion.

El extracto enzimatico inicial fue cargado a una columna de intercambio anidnico
con resina DEAE, con los tampones de equilibrio y de elucion a pH 6,0, estas
condiciones difieren de otros estudios que indican pH 8,6 (14)(17)(36)(12). A pH 6,0 se
separd L-ASNasa de las proteasas que no se ligaron durante el intercambio i6nico. En la
figura 7, a pH 8,5; la concentracion de proteasas en la seccion no ligada es baja en
comparacion a pH 7,5; lo cual significa que a menor pH se eliminan las proteasas de las

fracciones ligadas con L-ASNasa. De estos datos, se infiere que el punto isoeléctrico de
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la enzima de Enterobacter sp M55 es menor a 6,0, con una carga neta negativa que
favorece su ligacion a la resina DEAE; de igual forma, las L-ASNasas de Enterobacter
cloacae y Enterobacter aerogenes presentaron puntos isoléctricos de 4,5 (12) y 5,3 (41)
respectivamente. Por el contrario, las proteasas de Enterobacter sp M55 deben presentar

un punto isoeléctrico mayor de 6,0.

Las fracciones del intercambio anidnico que presentaron maxima actividad L-
ASNasa fueron concentradas y aplicadas a la columna superdex 200 - 10/300 GL para la
cromatografia de filtracion en gel. De esta forma, la L-ASNasa de Enterobacter sp M55
se purifico 15,94 veces en las dos etapas, con un rendimiento del 36,26 % y una
actividad especifica de 0,574 Ul/mg (Tabla 7). En este contexto, las L-ASNasas de
Enterobacter aerogenes y E. cloacae purificadas 10 veces y 119,39 veces con las
mismas técnicas presentaron rendimientos de 54% y 33%, y actividades especificas de
55 Ul/mg y 105,07 Ul/mg, respectivamente (12)(41). Lo cual se explica por la cantidad
de enzima de interés y las proteinas iniciales; ademads, es importante enfatizar que la
purificacion de una proteina se recomienda realizar en menos pasos y en menor tiempo
para evitar la desnaturalizacion o pérdida de actividad (42). Asi, en la figura 11 se
observa los perfiles proteicos del extracto enzimadtico inicial y los purificados por
cromatografia de intercambio anidnico (DEAE) y exclusion por tamano (SEC). El
extracto inicial proveniente de la lisis por sonicacion de la biomasa con densidad dptica

de 50,0 (A = 600 nm), present6 4,55 mg de proteinas/mL y 0,2 Ul/mL de L-ASNasas.

La L-ASNasa de Enterobacter sp M55 parcialmente purificada presentdo Km = 5,71
mM para L-asparagina segin el método de regresion no lineal (figura 12). La Ki, se
define como la concentracién de sustrato donde se alcanza la mitad de la velocidad de
reaccion maxima en condiciones conocidas de pH y temperatura; cuando el valor de Km

es menor, la afinidad de la enzima por el sustrato es mayor. En este aspecto, 5,71 mM
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esta dentro del promedio de los valores descritos para L-asparaginasas provenientes de
bacterias entre 0,014 a 23,8 mM como por ejemplo: de Enterobacter cloacae 1,58 mM
(12), Erwinia aroideae 3,0 mM ( 39 ), Escherichia coli 3,5 Mm y Bacillus PG-03 23,8
mM (15). Ademas, la afinidad por L-glutamina, fue menor al 2,0 % con referencia a L-
asparagina (figura 18). Cabe senalar, que la actividad glutaminasa relativa de
Enterobacter sp M55 es menor al de las enzimas comerciales, las cuales presentan
valores mayores a 3,0% (22)(40). Con referencia a la actividad L-glutaminasa de la L-
asparaginasa podria causar efectos adversos al disminuir la sintesis de proteinas
plasmaticas (43). Por lo tanto, debido a la baja actividad L-glutaminasa, la enzima de

Enterobacter sp. M55 presenta gran potencial terapéutico.

En la figura 14, se observa la actividad relativa de L-ASNasa a diferentes valores de
pH. Se encontré que la maxima actividad fue dentro del rango de pH 6,0 a 6,5; Ademas,
a pH fisiologico conservo mas del 80% de la actividad enzimatica. Asimismo, la enzima
conservd mas del 50% de actividad hasta pH 9,5. Ademas, la temperatura 6ptima fue 37
°C, coincidiendo con la temperatura corporal. Por el contrario, las condiciones dptimas
de pH y temperatura para las actividades de L-ASNasa de Enterobacter cloacae (12) y
Enterobacter cloacae (44) estuvieron entre 7,0 y 8,5; y 35 °C y 40 °C respectivamente.
Para el caso de L-ASNasa de Enterobacter sp M55 fue pH 6,0 si bien, esta enzima
pertenece a una cepa del género, es la Uinica intracelular reportada; ademas, se aislo de
las salinas de Maras — Cusco; por el contrario, las cepas de E. cloacae reportadas fueron

aisladas de suelos de India.

En la figura 6, se observa que el PMSF (inhibidor de serin proteasas) no altera la
actividad con relacion al control (sin inhibidor), lo cual indica que los residuos
cataliticos de L-ASNasa de Enterobacter sp. M55 no presenta serina. Tampoco, es una

metaloenzima por no ser inhibida por EDTA, ni EGTA. Estos reportes concuerdan con
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las enzimas descritas de Enterobacter cloacae (12), Bacillus licheniformis (17) y

Pectobacterium carotovorum MTCC1428 (22).

Por otra parte, Mahajan y col. (17) describen que L-ASNasa de B. licheniformis fue
inhibida menos del 20% por urea, y en Streptomyces brollosae NEAE-115 maés del 50
%; a diferencia de esta investigacion, con la urea incrementd la actividad relativa en
33,0% (figura 15). Este incremento puede deberse la actividad relativa de 27,0 %
cuando la urea se usé como sustrato (figura 18). Este tltimo resultado difiere de Husain
y col.(12), quienes indican que L-asparaginasa de Enterobacter cloacae no presentd
actividad cuando se usd la Urea como sustrato. Doriya y colaboradores detectaron la
presencia de actividad ureasa en preparaciones de L-ASNasa (45). Debido a la actividad
ureasa, se recomienda continuar con pasos de purificacion (46) o aplicar métodos de

clonacion de la enzima L-ASNasa para eliminar la enzima Ureasa.

Ademas, DL-ditiotreitol y mercaptoetanol inhiben la actividad enzimatica,
coincidiendo con L-ASNasa de Bacillus licheniformis (17), el primero, es un agente
reductor fuerte que inhibe la enzima debido a la presencia de dos grupos sulfhidrilo,
permitiendo formar anillos (47); y el segundo, es un agente reductor débil que también
inhibid la L-asparaginasa. Sin embargo, el glutation, agente reductor débil, causé un
efecto opuesto, increment6 la actividad enzimatica, coincidiendo con L-ASNasa de
Enterobacter cloacae (12). Los agentes reductores débiles a diferencia de los fuertes,
inhiben la enzima en una reaccion de dos pasos, lo cual necesita una mayor
concentracion para finalizar la inhibicion (48). En nuestro caso, la concentracion de

glutation fue 0,5 mM, menor a la concentracion de mercaptoetanol 10 mM.

Por otro lado, los iones Mg++, Ca++, Bat++, Mn++, Cut+, Co++ inhiben la actividad

enzimatica en su totalidad; y Na+ y K+ no alteran la actividad con respecto al control
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(figura 16). Estos resultados coinciden con L-ASNasas de Enterobacter cloacae (12) y
Bacillus licheniformis (17); Sin embargo, El-Nagar y col. (11) reportan que L-ASNasa
de Streptomyces brollosae NEAE-115 incrementa su actividad en presencia de Mg™™,

Mn"" y Co™ y se inhibe con Ca™, Cu™" y Ba™".

En la figura 17, se observa el efecto de los componentes del suero sanguineo en la
actividad L-ASNasa; la glucosa 10 mM increment¢ la actividad L-ASNasa en un 43%,
en comparacion con arabinosa, lactato, D-galactosa. Otros compuestos organicos séricos
como citrato y piruvato disminuyeron la actividad enzimatica hasta en un 50 %; y la
hemoglobina hasta en un 58%. Otro estudio, indico6 que L-ASNasa de Bacillus
licheniformis, en presencia de glucosa mantiene la actividad; y en presencia de
hemoglobina disminuye hasta un 20% (17). En nuestro caso, en presencia de glucosa se

incremento la actividad, lo cual es beneficioso para su uso terapéutico.

Debido al perfil de especificidad de sustrato de la L-asparaginasa, alta afinidad por L-
asparaginasa (Km = 5,71 mM) y baja actividad glutaminasa (2%) se sugiere utilizar
estrategias con herramientas y técnicas de bioinformatica, ingenieria genética y de
proteinas para el clonaje y expresion del gen de Enterobacter sp M55, de este modo,
explorar y validar el perfil cinético de la enzima y potencial terapéutico. Asi también,

eliminar la enzima ureasa y disminuir costos de produccion y purificacion.

62



CAPITULO VI. CONCLUSIONES

L-asparaginasa de Enterobacter sp. M55 se purificd parcialmente 13,065
veces con un rendimiento del 36,26 % y una actividad especifica de 0,574
Ul/mg.

Los paradmetros cataliticos de L-asparaginasa de Enterobacter sp. M55
fueron, Km 5,71 mM de L-asparagina; Vmax, 0,16 pmol.mL'.min!, las
condiciones Optimas de reaccion fueron a pH 6,0 y 37 °C. Ademas, presentod
actividad menor a 2% por L-glutaminasa.

L-asparaginasa de Enterobacter sp. M55 mantuvo su actividad més del 50%
con hemoglobina; por el contrario, la glucosa increment6 la actividad hasta

un 43,0%.
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CAPITULO VIIL. ANEXOS

Curva de calibracion del método acido L-aspartil-p-hidroxamico
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Actividad Relativa

Tiempo de vida de la L-ASNasa en horas.

Tiempo de vida media
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Actividad L-asparaginasa de las cepas potenciales Enterobacter sp M55, CH11a y CH11s
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Test de separacion en Superose 12 10/300 GL

75



Cromatografia en Phenyl sepharose

« TRIS 50mM, (NH,),S0O, 1.5M (35%) pH 7.5
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