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1. LISTA DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

SIGLA O SIGNIFICADO
ABREVIATURA
€ Coeficiente de extincién molar
[ Concentracion de inhibidor
[S] Concentracion de sustrato
°C Grado Celsius
Mg Microgramo
ML Microlitro
% Por ciento
Arg Arginina
Asp Aspartato
ATP Adenosin tri-fosfato
BSA Albumina Sérica Bovina
CIC Cromatografia de Intercambio Catiénico
Cll Cromatografia de Intercambio I6nico
CH3COOH Acido acético
CoA Coenzima A
Da Daltones
DE Desviacién estandar
Ea Energia de activacion
g Gramo
GIn Glutamina
His Histidina
hrs Horas
lle Isoleucina
J Joule
K Kelvin
Kecat. Constante catalitica o niumero de recambio.
KDa Kilodaltones
Kwm Constante de Michaelis-Menten
Map Constante de Michaelis-Menten aparente
LDH Lactato Deshidrogenasa
In Logaritmo natural
M Molar
m/v Masa/volumen
mg Miligramo
min Minuto
mL Mililitro
mM Milimolar
MPM Marcadores de peso molecular
mV Milivoltios
NaCl Cloruro de sodio
NAD* Dinucleétido de Nicotinamida Adenina oxidado
NADH Dinucleétido de Nicotinamida Adenina reducido
NaHCOs Bicarbonato de sodio
nm Nandmetro



SIGLA O SIGNIFICADO
ABREVIATURA
pH Potencial de Hidrogeno
pl Punto isoeléctrico
pKa Constante de disociacién acida
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
R2 Coeficiente de correlacion
rpm Revoluciones por minuto
s Segundo(s)
SDS Dodecil Sulfato de Sodio
SDS-PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio
t Tiempo
TCA Acido Tricloroacético
TEMED Tetrametiletilendiamina
Thr Treonina
TRIS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol
U Unidad enzimatica de actividad (umol/min)
uv Ultravioleta
viv Volumen/volumen
Vo Velocidad inicial
VM Volumen muerto
Vmax. Velocidad maxima

Vmax.qp

Velocidad maxima aparente



2. RESUMEN

Como parte de las actividades que ya se realizan en el curso de Bioquimica Experimental
(0141) impartido en la Facultad de Quimica de la UNAM, se purifica la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH) mediante cromatografia de afinidad, y se aplica también un protocolo
de Cromatografia de Intercambio Cationico (CIC) con una elucion isocratica de NaCl. Sin
embargo, se vio la necesidad de optimizar los resultados obtenidos hasta la fecha mediante
este ultimo protocolo, por lo que en este proyecto se buscé comparar dos diferentes

condiciones de elucién en gradiente, para lograr el aislamiento de la LDH mediante CIC.

Se aplicaron dos gradientes crecientes diferentes para realizar la elucién en la columna
cromatografica, uno de sales (NaCl) y otro de pH. A lo largo de la investigacién se realizaron
varias modificaciones a los protocolos inicialmente planteados, hasta obtener los resultados
esperados en materia de purificacién. Al comparar los resultados de actividad y purificacion,
monitoreada mediante Electroforesis en gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio

(PAGE-SDS), se encontré que la mejor purificacion se obtiene al aplicar un gradiente de pH.

Se realizé también la caracterizacién parcial de la enzima, evaluando el efecto de la variacion
del pH, efecto de la variacion de la temperatura, el efecto de la concentracion de sustrato, y el
del inhibidor oxamato de sodio a diferentes concentraciones, obteniéndose los parametros de
pH optimo, temperatura éptima, energia de activacion (Ea), constante de Michaelis (Kwm),
velocidad maxima (Vmax.), ¥ Km y Vmax. aparentes, para cada diferente concentracion de
inhibidor evaluada. Se determiné también el peso molecular de la enzima y se calcularon los

valores de constante catalitica (K., ) y eficiencia catalitica (tabla 32).



3. JUSTIFICACION

Con los resultados obtenidos durante la presente investigacion, se busca obtener un protocolo
que permita a los alumnos del curso de Bioquimica Experimental purificar a la enzima LDH de
musculo esquelético de pollo, empleando cromatografia de intercambio cationico y aplicando
un gradiente en la eluciobn, como alternativa a las condiciones de elucion empleadas
actualmente en dicho curso, que no han permitido lograr la purificacion de la LDH mediante
CIC. La principal finalidad es que el alumno pueda aplicar sus conocimientos tedricos en

materia de enzimologia en el proceso de purificacion.

Como parte de una institucion con un firme compromiso con la sociedad, el laboratorio de
Bioquimica Experimental busca siempre la optimizacidon de los recursos de todo tipo
empleados en cada uno de los experimentos que en él se realizan, asi como brindar a sus
alumnos la experiencia mas enriquecedora en los temas involucrados en el curso, por tanto,
con el presente trabajo se busca ampliar los conceptos a revisar en materia de purificacion de

proteinas y en el trabajo con enzimas en general, obteniendo los mejores resultados posibles.

4. INTRODUCCION

Desde el primer aislamiento de LDH reportado, en 1940, se han implementado diversos
meétodos para purificar dicha enzima a partir de una gran variedad de organismos vy
combinando diferentes técnicas (Kopperschlager, G., Kirchberger, J. 1996; Al-Jassabi, S.
2002; Coquelle, N. 2007; Pesce, A. 1967). La mayoria de las metodologias desarrolladas
incluyen una o mas técnicas cromatograficas en el proceso. El método mas empleado para tal
propdsito ha sido la cromatografia de intercambio iénico, la cual ofrece una gran variedad de

opciones en cuanto a soporte a emplear, tipo de elucién, etc. (Clark, P. et al. 1976).



Para la presente investigacion se optd por realizar la purificacion de LDH a partir de
musculo esquelético de pollo, mediante cromatografia de intercambio cationico. Esta enzima
presenta multiples ventajas para ser empleada en un experimento de laboratorio de pregrado,
pues es de alta abundancia relativa en musculo, un tejido facil de obtener y manipular, y que
facilita en cierta manera su purificacion, ademas, tiene una elevada actividad, y es muy estable
(Karamanos, Y. 2014). Actualmente se cuenta con numerosos estudios sobre la abundancia
relativa de las diferentes isoformas de la LDH en los distintos tejidos del pollo, por lo que al
trabajar con tejido de pechuga de pollo, se esperaba desde un inicio purificar la isoenzima 5

de la LDH (Heinova, D. et al. 1999; Withycombe, W. 1967).

De manera general, la purificacion se realiza partiendo de la obtencién de un extracto crudo
del tejido, en este caso muscular, del cual se eliminan los restos de tejido mediante
centrifugacion. Posteriormente, se satura la solucidn resultante con sales neutras,
comunmente sulfato de amonio, a porcentajes de saturacion que dependen de las propiedades
particulares de la proteina de interés. En este caso, los porcentajes de saturacién empleados
fueron de 55% y 75% (Holbrook, J. et al. 1982; Vega, F. 2013; Datos de Laboratorio de
Bioquimica Experimental. Servicio Social, 2010). El siguiente paso consiste en eliminar el
exceso de sal, para lo cual se recurrio a la cromatografia de exclusion molecular, empleando
para ello Sephadex G-25. El Sephadex es un dextrano entrecruzado, que se presenta como
microesferas porosas, capaz de retener particulas de determinados tamanos dependiendo del
tamafo de sus poros. El Sephadex G-25, de manera particular, tiene un rango de
fraccionamiento reportado de 1 a 5 KDa, lo que implica que las moléculas de menor peso
molecular seran retenidas en los poros de las microesferas, mientras que las proteinas seran
excluidas, permitiendo asi el desalado de la muestra, y la eliminacién de algunas otras

moléculas presentes (Voet, D., Voet, J. 2009.).



La Cromatografia de Intercambio I6nico (CIl) se basa en la propiedad de carga eléctrica de
las moléculas, en este caso, las proteinas, que les permite interaccionar con la fase
estacionaria, que contiene grupos quimicos con carga eléctrica, aprovechando principalmente
la posibilidad de modificar su grado de unién a la resina de intercambio al cambiar el pH del
medio, o la fuerza idénica del mismo. Ya que se han reportado purificaciones mediante CII, en
las cuales se ha aplicado elucién con gradiente, principalmente de sales; se evaluaron varios
gradientes, tanto de [NaCl] como de pH, para determinar cual de los dos arroja mejores
resultados en cuanto a purificacion, al realizarse en las condiciones del laboratorio de

Bioquimica Experimental de la Facultad de Quimica.

Hay numerosos autores que reportan un punto isoeléctrico para la LDH de entre 7.2y 7.6,
sin embargo, también hay reportes de un punto isoeléctrico experimental de entre 8.0 y 8.4
(Smit, M. et al. 1987; Malamud, D., Drysdale, J. 1977). Por tanto se realizaron ensayos
considerando ambos datos para la eleccién tanto del pH de equilibrio de la columna, como los

valores de pH empleados para el gradiente de elucién.

Como soporte, o fase estacionaria, se opté por emplear la resina MacroPrep High S
Support, un copolimero de metacrilato, cuyo grupo intercambiador es el sulfonilo (=S05;7), con

carga negativa, que actua como un intercambiador catiénico fuerte.

El proceso de purificacion se suele monitorear mediante electroforesis, en este caso se

recurrié a electroforesis desnaturalizante en poliacrilamida (SDS-PAGE).



Una vez lograda la purificacion, se procede a realizar diversas evaluaciones a la enzima
aislada, dependiendo de los fines que se tengan contemplados. Se procedié a la
caracterizacion de la misma, y a la obtencién de sus constantes cinéticas, realizando las
determinaciones de curso temporal de la reaccion enzimatica, temperatura optima, y pH éptimo
para la caracterizacion de la LDH purificada. La variacion de la velocidad de reaccion
enzimatica en funcidn de la concentracion de sustrato, mostré que la enzima LDH sigue una

cinética de tipo Michaeliano. Los valores de Vs, Y Ky, se obtuvieron mediante la regresion

. 1 1 .y .
Lineweaver-Burk (; vs'ﬁ)' Para la obtencion de los valores Vinx.qp ¥ Kmg, S€ empled

oxamato de sodio como inhibidor, pues es el principal inhibidor de la enzima reportado (Boyer,
P. 1982.; Kopperschlager, G., Kirchberger, J. 1996; Holbrook, J. et al. 1982). Los resultados

obtenidos concuerdan con los reportados en la literatura.



5. MARCO TEORICO
5. 1. Proteinas
5. 1. 1. Definicién

Las moléculas que componen a los organismos vivos son de elevada complejidad y variedad.
Unas de las mas importantes son aquellas a las que se denomina proteinas. Quimicamente
las proteinas son polimeros, resultado de la union de diferentes acidos a-amino carboxilicos,

o a-aminoacidos (Figura 1).

H——C——NH,

R

Figura 1. Estructura general de los
a-aminoacidos.

Los distintos a-aminoacidos se diferencian entre si en estructura y propiedades debido a sus
cadenas laterales (R). Estas pueden ser cadenas alifaticas, grupos aromaticos, o grupos
quimicos que confieran al a-aminoacido propiedades acidas o alcalinas. Los a-aminoacidos se
unen entre si mediante un enlace covalente entre el grupo a-carboxilo de uno y el grupo a-
amino de otro. Este enlace se denomina peptidico, y los compuestos resultantes se denominan
péptidos. Las proteinas son polipéptidos, es decir, cadenas peptidicas muy largas, cuyas
propiedades dependen de la secuencia de a-aminoacidos que las componen (Voet, D., Voet,
J. 2007; Areal, R. 2004).

Tanto el grupo amino como el carboxilo de un aminoacido pueden ionizarse dependiendo el
pH al que se encuentren sometidos. Ademas, algunas de las cadenas laterales (R) consisten
en grupos con propiedades acido base que también se ionizan en funcién del pH. Por tanto,
los aminoacidos tendran una carga neta, positiva o negativa, debido a la ionizacion de todos
estos grupos quimicos. El valor de pH al que la carga neta de un aminoacido es 0, se denomina
punto isoeléctrico (pl). Al estar conformados por aminoacidos, las proteinas también adquieren

carga eléctrica en funcion del pH, y tienen un pl (Pacheco, D. 2004).



5. 1. 2. Estructura y clasificacion de las proteinas

Existen por lo menos cuatro niveles de estructuracién para una proteina (Figura 2), cada uno
de los cuales la convierten en una molécula unica. El nivel mas sencillo es el que esta definido
por la secuencia especifica lineal de a-aminoacidos enlazados covalentemente para formar la
cadena peptidica. Esta es la estructura primaria (Garcia, E. 2013). El siguiente nivel, o
estructura secundaria, considera la disposicion espacial local que la cadena peptidica adquiere
como resultado de la interaccion entre las diferentes partes que componen la cadena principal,
dando origen a estructuras que pueden ser de tipo hélice, placas u hojas plegadas tipo B y
vueltas. En los plegamientos tipo hélice, los aminoacidos de la cadena principal se disponen
de manera parcialmente enrollada, o helicoidal. Dependiendo de la cantidad de aminoacidos
que conforman los giros en la hélice y de la direccion en la que ésta se enrolla, se pueden
obtener distintas formas de hélice, sin embargo, la mas comun es la tipo a, que se enrolla hacia
la derecha y tiene una longitud de giro de 3.6 aminoacidos. La hoja plegada tipo 3 se conforma
de dos 0 mas segmentos de la cadena principal, denominados hebras [3, que se acomodan de
forma extendida uno al lado de otro, paralela o anti-paralelamente, dando origen a estructuras
de tipo laminar. Las vueltas, como su nombre sugiere, permiten cambiar la direccién de la
cadena principal, son comunmente rigidas y de estructura definida, aunque generalmente

carecen de una estructura periodica regular (Pereto, J. 2007; Garcia, E. 2013).

En la estructura terciaria las proteinas adquieren una conformacion tri-dimensional, como
resultado de la combinacion de hélices y plegamientos en diferentes partes de la misma
cadena. Como resultado de esta organizacion, pueden originarse dos tipos de proteinas (Areal,
R. 2002; Pereto, J. 2007):

a) Proteinas fibrosas, que forman puentes de hidrégeno intermoleculares, y son
generalmente insolubles en agua. Son moléculas cuya principal caracteristica es su
secuencia de aminoacidos relativamente periédica, que le otorga una conformacién
extendida.

b) Proteinas globulares, en las que la mayor parte de los residuos de aminoacidos no
polares quedan orientados hacia el interior de la proteina, mientras que las partes
hidrofilicas tienden a orientarse a la superficie, por lo que la molécula resultante es
hidrosoluble, o soluble en soluciones acuosas de acidos, bases o sales.



La conformacion de las proteinas globulares origina unidades compactas, regularmente

esferoides.

Finalmente, dos o mas estructuras terciarias pueden interaccionar, formando un complejo
polipeptidico, generalmente la forma funcional de la proteina. Cada una de las estructuras
terciarias que conforman la estructura cuaternaria se denomina subunidad. Las subunidades
que conforman una proteina pueden ser iguales o muy parecidas (formando proteinas

homotipicas) o totalmente diferentes (originando proteinas heterotipicas) (Peretd, J. 2007).

Figura 2. Niveles de estructuracion de las proteinas. a) Estructura primaria; b) Estructura secundaria, hoja
plegada [3; c) Estructura secundaria, hélice a; d) Estructura terciaria; e) Estructura cuaternaria.

Dentro las células de un organismo, las proteinas desempefian una gran variedad de
funciones, que van desde la estructural y de transporte, hasta la catalizacion de las reacciones
quimicas necesarias para la vida. A este ultimo grupo de proteinas se les conoce como

enzimas.
5. 2. Enzimas
5. 2. 1. Definicién y caracteristicas

Las enzimas son proteinas capaces de catalizar las reacciones metabdlicas, por lo cual se les
conoce como catalizadores bioldgicos. Existen en la naturaleza una enorme cantidad de
enzimas, cada una de las cuales cataliza un sélo tipo de reaccidn, y aunque se acepta que una
enzima actua sobre un unico sustrato, recientemente se han encontrado enzimas capaces de

actuar sobre mas de un sustrato (Ferrer, S. 2006).
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Las enzimas, desde el punto de vista biolégico, superan por mucho a los catalizadores

inorganicos en varios aspectos (Voet, D., Voet, J. 2009):

I.  Pueden acelerar una reaccion en 6rdenes de magnitud que van desde 108 a 1023 veces.
ll. Las condiciones en las que actuan son compatibles con la vida, en comparacion a las
requeridas para una catalisis inorganica:

i. Temperatura menor a 100°C.

ii. Presidon atmosférica.

iii. pH neutro o muy cercano al neutro.
lll. Especificidad de reaccion: tanto con su sustrato como con los productos.
IV. Actuan en cantidades muy pequefas y se recuperan al terminar la catalisis.
V. Capacidad de regulacion en respuesta a la concentracién de la misma enzima,

reactivos, productos u otras sustancias.

A algunas enzimas les basta con adquirir su conformacién o estructura cuaternaria para poder
efectuar su actividad catalitica, mientras que otras, requieren ademas de otro u otros
componentes adicionales, no proteicos que en general son llamados cofactores. El complejo
enzima-cofactor se denomina holoenzima (Figura 3). Cuando la proteina se separa del cofactor
es inactiva, y recibe entonces el nombre de apoenzima. Cuando el cofactor de una apoenzima
es una molécula organica, éste se denomina coenzima, y actuan, por lo general, como
transportadores intermediarios de grupos funcionales, de atomos especificos o de electrones
(Ferrer, S. 2006; Voet, D., Voet, J. 2009).

COFACTOR

PROTEINA
ACTIVA

AR N

INACTIVA

Figura 3. Holoenzimas. El complejo enzima-cofactor (holoenzima) es activo, mientras que la apoenzima por si
sola, carece de actividad catalitica. (Modificado de https://biochemmaniacs.wordpress.com)



5. 2. 2. Clasificacion de las enzimas

A pesar de la enorme cantidad de reacciones que son catalizadas por enzimas, éstas se

pueden agrupar o clasificar en 6 grandes categorias (Ayala, H. 2011; Teijon, J. 2006):

* Oxidoreductasas: enzimas que catalizan reacciones de 6xido-reduccion, es decir, de

transferencia de electrones.

Transferasas: enzimas que catalizan la transferencia de grupos funcionales.

Hidrolasas: enzimas que realizan la hidrolisis de su sustrato.

Isomerasas: enzimas que catalizan reacciones de isomerizacion.

-
-
* | iasas: adicion de dobles enlaces.
-
[

Ligasas: enzimas que crean enlaces con rompimiento de ATP (adenosin trifosfato).

Algunas subclases que pertenecen cada uno de los grupos mencionados anteriormente se

muestran en la tabla 1:

Tabla 1. Clasificacion de enzimas y sus principales subclases. (Tomado de Devlyn, T. 2006)

Clase enzimatica

1.- Oxidoreductasas i

2.- Transferasas I.

3.- Hidrolasas

Vi.
Vii.
viii.

Principales subclases

Deshidrogenasas
Oxidasas
Reductasas
Peroxidasas
Catalasas
Oxigenasas
Hidroxilasas
Transaldolasa/
Transcetolasa
Acil-,metil-, glucosil- y
fosforiltransferasas
Quinasas
Fosfomutasas
Esterasas
Glucosidasas
Peptidasas
Fosfatasas
Tiolasas
Fosfolipasas
Amidasas
Desaminasas
Ribonucleasas

Clase enzimatica

4.- Liasas

5.- Isomerasas

6.- Ligasas

Principales subclases

Descarboxilasas
Aldolasas
Hidratasas
Deshidratasas
Sintasas

Liasas

Racemasas
Epimerasas
Isomerasas
Mutasas
(algunas)

Sintetasas
Carboxilasas



5. 2. 3. Sitio activo o catalitico. Modelos de interacciéon enzima-sustrato

Las enzimas son macromoléculas de un peso molecular que oscila entre varios miles y varios
millones de unidades atdmicas. Sin embargo, no toda la molécula participa en la catalisis de la
reaccion, pues en realidad, sélo una porcion de ella entra en contacto directo con el sustrato
(Ferrer, S. 2006). La pequefa region de la enzima a la cual el sustrato se une, y donde es

transformado, se denomina sitio activo o sitio catalitico de la enzima.

Existen dos principales Modelo "Liave-Cermradura” m Modelo del "Ajuste inducido”

modelos para explicar que

., iy . Sustrato Sustrato
la unién entre el sitio activo W w_

de la enzima y el sustrato ‘_ L of > Enzima P PN

7— Enzima

sea tan especifica vy
eficiente. Uno de ellos, el

modelo de “Llave-

Cerradura”, establece que Coniniio
" : enzima-sustrato | s A
el sitio activo y el sustrato \’/ I \_/

Figura 4. Modelos de interaccidon enzima-sustrato. (Modificado de
tridimensionales http://teoriacelular12345.blogspot.mx)

poseen estructuras

complementarias, de tal

manera que encajan a la perfeccion al aproximarse (De Paula, A. 2006). Mientras que el
segundo modelo, el del “Ajuste inducido”, propone que el sitio activo no es un espacio molde
para el sustrato, sino que es el mismo sustrato al aproximarse al sitio activo el que induce,
mediante la interaccion de sus grupos A @

quimicos y los de los aminoacidos que Estado de Transicién

conforman a la enzima, un cambio de forma o

Energia de
Activacion

conformacién en la region del sitio activo, de

manera que se conduce a los grupos

e

Productos

:

quimicos de ambas moléculas a adoptar

Sustratos

posiciones que favorecen su interaccion
(Campbell, N. 2007)(Figura 4).

PROGRESO DE LA REACCION

Figura 5. Perfil energético de una reaccion quimica.
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5. 2. 4. Catalisis enzimatica

Una reaccién quimica implica la ruptura y formacién de enlaces entre las moléculas implicadas

para generar un compuesto nuevo. Para ello, los sustratos pasan por un estado altamente

inestable, denominado estado de transicién, en el que es posible modificar sus enlaces, antes

de poder generarse los productos de la reaccion. Para llegar a dicho estado se requiere

suministrar energia. Esta energia se conoce como energia libre de activacion o simplemente

energia de activacion (E,)(Figura 5).

== Reaccién no catalizada
== Reaccion catalizada

Energia de
Activacion de la
reccion no
catalizada

E, &

Ea
Energia de
Activacion de la
reaccion catalizada

=0 aAmMmzZm

PROGRESO DE LA REACCION

Figura 6. Comparacidn entre el perfil energético de una reaccidn sin
catdlisis y la misma reaccion catalizada.

La energia de activacion
determina la velocidad de la
reaccion, pues de no ser
alcanzado tal nivel energético,
la reaccibn no procedera.
Lamentablemente, en |la
mayoria de las reacciones
implicadas en el metabolismo,
la energia de activacion es tan
alta que no es posible
realizarse en condiciones que
permitan la vida del
organismo. Una enzima

cataliza una reaccién quimica

al disminuir la energia de activacion (Figura 6), empleando para ello varios mecanismos

(Campbell, N. 2007; Koolman, J. 2004.):

i.  Durante la union con el sustrato en el sitio activo se eliminan las capas de hidratacion.

Ademas, el sitio activo actia como un molde en el que el o los sustratos son

“‘acomodados”, aproximandose de tal manera que se favorece la reaccion.

ii. La interaccion entre los sustratos y el sitio activo, también favorece que los enlaces

entre los atomos de los sustratos se “deformen”,

tensandose o curvandose,

aproximandose asi a su configuracion en el estado de transicion. De esta manera, la

cantidad de energia que se debe proporcionar a la reaccién es menor.



iii. Los residuos de aminoacidos del sitio activo de la enzima también pueden proporcionar
un entorno favorable para la reaccion. Por ejemplo, los aminoacidos con propiedades
acido-base pueden conferir al sitio activo un microambiente de pH, tal que la reaccién
se vea favorecida.

iv. En algunas ocasiones, alguno de los grupos quimicos del sitio activo participan
directamente en la reacciéon, formando momentaneamente un enlace covalente con el
sustrato. Después de la reaccion, dicho enlace se rompe, por lo que la enzima no se ve

modificada.
5. 2. 5. Cinética enzimatica

Se divide a la reaccion catalizada por una enzima en varios procesos: uno en el que la enzima
(E) y el sustrato (S) se unen para formar un complejo (ES). Posteriormente ocurre la
transformacion del S en el producto (P), de modo que el complejo ES se convierte en el
complejo EP. Finalmente, el complejo EP se disocia, quedando la enzima nuevamente libre
(Fersht, A. 1980):
E+S—>ES->EP->E+P

El estudio de las reacciones catalizadas por enzimas no puede realizarse completamente
aplicando solo los principios generales de la cinética quimica, pues hay una diferencia entre el
curso de ambas reacciones (la no catalizada por enzima y la catalizada por alguna enzima): la
saturacion por sustrato. Para poder estudiar la velocidad a la que ocurren las reacciones

bioquimicas se recurre a la cinética enzimatica (Teijon, J. 2006).

5. 2. 5. 1. Michaelis-Menten
P e e p— Vi

max

Se considera que se ha llegado a un estado de

saturacion cuando los centros activos de la totalidad
vV

max

de las moléculas de la enzima estan ocupados por >

una molécula de sustrato. En este contexto, la

velocidad inicial

velocidad inicial (V,) de la reaccion depende de la

é
concentracion de sustrato ([S]) en el medio de K
concentracién de sustrato

reaccion. La mayoria de las enzimas describen un

comportamiento tal, que al graficar la velocidad Figura 7. Curva hiperbdlica representativa de
o » . . la cinética de Michaelis-Menten (Tomado de
inicial de la reaccién en funcion de la concentracion  Teijén, J. 2006).

de sustrato, se obtiene una curva hiperbdlica, como la que se muestra en la figura 7.



Este tipo de cinética fue estudiada por Leonor Michaelis y Maude Menten en 1913, por lo que
se conoce comunmente como Michaelis- Menten. Y en ella se distinguen tres etapas (Teijon,
J. 2006):

¢ A una concentracion baja de sustrato, la velocidad de la reaccion es directamente
proporcional a la concentracion del sustrato, siguiendo una cinética de primer orden, es
decir, se sigue una relacién lineal.

¢ A concentraciones de sustrato intermedias, la velocidad del proceso deja de ser lineal.
A esta zona se la denomina de cinética mixta, y la velocidad incrementa mas
lentamente.

¢ Por ultimo, cuando la concentracidén de sustrato es alta, la velocidad de la reaccion se
hace practicamente constante e independiente de la concentracidon de sustrato, por lo
tanto, la cinética se considera de orden cero. La velocidad se aproxima entonces a un

valor maximo. Dicho valor se denomina velocidad maxima (Vp,4..)-

La forma matematica de expresar la curva de saturacién enzimatica se conoce como ecuacion

de Michaelis-Menten, expresada a continuacion:

_ Vméx. * [S]
Vo =———
Ky +[S]

En donde K, es un el valor de la concentracion de sustrato a la que la velocidad de la reaccién

es la mitad de la velocidad maxima G Vméx_), y se denomina constante de Michaelis.

5. 2. 5. 2. Lineweaver-Burk

Para poder calcular con mayor facilidad los valores de V4.
y K,,, se emplean otros métodos graficos con base en
transformaciones matematicas de la ecuacién de Michaelis;
una de las expresiones mas utilizadas es la representacion
de Lineweaver-Burk, con ecuacion general:

1 _ Ky 1 Figura 8. Transformacion de Lineweaver-
Vo Vimar * [S] + V.. Burk para la cinética enzimatica de
max. max. Michaelis-Menten (Modificado de Teijén, J.

Y consiste en representar graficamente en inverso de V,  2006).

en funcion del inverso de [S], obteniendose una linea recta con pendiente positiva (Figura 8),

pudiéndose calcular de forma sencilla los valores V.4, ¥ Ky (Fersht, A. 1980).



5. 2. 5. 3. Otros parametros cinéticos

Ademas de la V.4, ¥ la Ky, hay otras constantes cinéticas importantes para caracterizar a las
enzimas, entre éstas se encuentran (Muller-Esterl, W. 2008):

e Constante catalitica o numero de recambio (Kcat.): su valor indica el numero maximo
de moléculas de sustrato que son convertidas en producto por unidad de tiempo,
generalmente, por segundo.

e Eficiencia catalitica (€): valora la capacidad de rendimiento de una enzima, al

proporcionar una idea de la afinidad que tiene ésta por el sustrato. Su valor corresponde

. Kcat.
al cociente —.
Km

5. 2. 6. Inhibicién

Existen sustancias conocidas como inhibidores, que pueden disminuir la actividad de las
enzimas, ya sea al intervenir en su interaccion con el sustrato o al modificar directamente a la
enzima. Se consideran en general dos tipos de inhibicién enzimatica, la reversible, que implica
una unién no covalente de la enzima y el inhibidor; y la irreversible, en la que el inhibidor se
une covalentemente a la enzima, con algun grupo funcional importante para la catalisis en el
sitio activo, impidiendo permanentemente su accion sobre el sustrato. (Voet, D. & Voet, J.,

2004). Los subtipos de inhibicion mas comunes son:

o Competitivo: el inhibidor compite con el sustrato por el sitio activo de la enzima,
generalmente por similitud entre ambas moléculas. Sin embargo, aunque logra unirse, no
se efectua ninguna reaccion (Voet, D. & Voet, J., 2004). En términos numéricos la V5, no
se modifica, pero la K,; aumenta, por requerirse mayor cantidad de sustrato para alcanzarla
(Figura 9a).

o No competitivo: el inhibidor se une al complejo enzima sustrato, impidiendo la
conversioén del sustrato en producto. En este caso, la K,, no se modifica, pues la inhibicidon
no se relaciona con una competencia por el sitio activo, sin embargo, el valor de la V,,4,.
se ve disminuido (Figura 9b) (McKee, J. 2009).

o Mixto: es una combinacion de las inhibiciones competitiva y acompetitiva, es decir, el
inhibidor se une tanto a la enzima libre como al complejo enzima-sustrato. Como resultado
de esta combinacion de mecanismos, tanto el valor de V,,;,. como el de K, se ven
modificados (Figura 9c¢) (Voet, D. & Voet, J., 2004).
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Figura 9. Representaciones de los distintos tipos de inhibicion. Se observa la modificacion de los valores cinéticos
Vmax. y Km. a) Grafica de Michelis-Menten y transformacién Lineweaver-Burk para un inhibidor competitivo; b)
Grafica de Michelis-Menten y transformacidon Lineweaver-Burk para un inhibidor no competitivo; c)
Representacion de Lineweaver-Burk de una inhibicién mixta; d) Representacion de Lineweaver-Burk de una
inhibicién acompetitiva o incompetitiva.
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o Incompetitivo o acompetitivo: se trata de un tipo muy raro de inhibicién en el que tanto
la V4. como la K,, se ven afectadas, de tal manera que al realizar la representacion
Lineweaver-Burk, se obtiene una familia de rectas paralelas (con igual pendiente). Una
posible explicacion a este fendmeno es una unién selectiva del inhibidor al complejo ES,
(Figura 9d) (Koolman, J. 2004; McKee, J. 2009).

5.2.7. Condiciones que modifican la velocidad de las enzimas

Al ser estructuras proteicas, las enzimas son vulnerables ante cualquier factor ambiental que
pueda modificar su estructura, afectando también su actividad catalitica. Sin embargo, son dos
los factores a los cuales se les considera especialmente sensibles, e importantes para su

caracterizacion: el pH y la temperatura (McKee, J. 2009).
5.2.7. 1. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica

Los cambios en el pH del medio en el que se encuentra la
enzima pueden alterar el estado de ionizacion de los
residuos de aminoacidos con propiedades acido-base. Si

estos residuos participan en la unién de la enzima con el

Velocidad de la reaccion

sustrato, la afinidad de éstos se vera afectada, pero si los

. « . ygs _» H
residuos afectados participan en la catélisis, entonces ey P

también se puede ver alterada la transformacion del Figura 10. Efecto del pH sobre Ia

actividad enzimatica.

sustrato en producto (Feduchi, E. 2010). Existe un pH tal,

al que la enzima actua con maxima eficiencia, denominado pH dptimo (Figura 10).

o

2.7. 2. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

El incremento de la temperatura generalmente favorece el
progreso de las reacciones. En una reaccién catalizada
enzimaticamente ocurre o mismo, pues el incremento de la
temperatura del medio conduce a un aumento en la velocidad
de la reaccidn, pues se genera el aporte energético necesario
para llegar al estado de transicion. Sin embargo, conforme la

Velocidad de la reaccion

Temperatara T temperatura del medio de reaccion se aproxima a la

optima

Figura 11. Efecto de la temperatura de descomposicién de la enzima, ésta comenzara
temperatura sobre la actividad . . .
enzimatica. a perder su capacidad catalitica hasta llegar a desnaturalizarse



completamente (Feduchi, E. 2010). La temperatura a la cual se obtiene la maxima eficiencia

en la actividad enzimatica se denomina temperatura 6ptima (Figura 11).
5. 2. 8. Purificacién de enzimas

Las células contienen una gran variedad y numero de moléculas, como proteinas, lipidos,
carbohidratos, acidos nucleicos, etc. Cuando se desea caracterizar una de ellas, se debe aislar
del resto de los componentes celulares, es decir, purificarla. Se busca siempre obtener la
maxima pureza posible, con la menor pérdida de la molécula de interés. No existe un protocolo
universal de purificacién para cada tipo de biomolécula, dependera siempre de las propiedades

particulares de cada una.

No obstante, se puede considerar un esquema general, en el que es importante considerar

varias elecciones. En el caso particular de las enzimas se pueden mencionar (Figura 12):

a) Fuente de la enzima a purificar.
b) Método de homogenizacion adecuado.

c) Método o métodos de separacion.

T TR T
método de
homogeneizacion separacion
completa = \a gran E.t:rnla_’),
- |
A
zacion T : 5 5
]'IDI'I’LOQIEI'!?-?-II:. cid s SR rﬁetocgoa_ f:le
ip'rm:-:lgﬁ dispersion SepRIBCIon  teocefa
o \EPPER por afinidad ol s b
subcelular escala
r‘ |
1 \

Figura 12. Etapas involucradas en la purificacion de enzimas (Tomado de Teijon, J. 2006).

Las proteinas (incluidas las enzimas) se purifican mediante una serie de etapas
independientes, en las que sus diversas propiedades fisicoquimicas se aprovechan para
separarla de otras moléculas. Algunos de los procedimientos mas empleados segun la

caracteristica a considerar son los mencionados en la tabla 2 (Voet, D. & Voet, J. 2009).
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Tabla 2. Procedimientos comunes aplicados a la purificacion de proteinas.
Caracteristica de la proteina Procedimiento de purificacion

Solubilidad Precipitacién con sales neutras (Salting out)
Tamaiio e Cromatografia por filtracién en gel
e SDS-PAGE
o Ultracentrifugacion
Polaridad Cromatografia de interaccion hidrofoba
Carga idnica e Cromatografia de intercambio iénico

e Electroforesis

Especificidad de uniéon

Isoelectroenfoque
Cromatografia de afinidad

Comunmente, se aplican varios procedimientos, siendo cada uno mas especifico que el

anterior. Es posible determinar para cada paso de la purificacion el éxito obtenido,

construyendo una tabla de purificacion, que de manera general, contiene los datos indicados

en la tabla 3 (Berg, J. 2008):

Tabla 3. Resumen y explicacién de los parametros considerados para elaborar una tabla de purificacion de

enzimas.
Paso Proteina total | Actividad total ACt'V'c,j?d Rendimiento Enriquecimiento
especifica
Se obtiene al Es una medida
Cantidad de determinar la o
. o de la actividad
proteinas totales actividad . . . .
s Es un parametro existente Mide el incremento
presentes en la enzimatica de . i
p s ; que se obtiene después de en la pureza y se
raccion una alicuota de | dividir | d d bt dividiend
e obtenida al la fraccion, y a’ dividir 1a cada paso de obtiene vidiendo
Se especifica aolicar la multiplican d’ola actividad total purificacion, la actividad
la técnica de APIIC P entre la cantidad | expresada como | especifica de cada
S técnica en por el volumen ;
purificacion e . total de porcentaje, paso de
cuestion. total de ésta. . . e
empleada. ; proteina. Las considerando la | purificacion entre la
Generalmente, Las unidades ; o L o
unidades son actividad del actividad especifica

la proteina total
se expresa en
mg.

de la actividad
total son por lo
general U

(ug/min)

U/mg.

extracto crudo
como 100%.

del extracto inicial.

En principio, la primera sefial de que se esta logrando la purificacion de una enzima es el

incremento de la actividad especifica con cada paso de purificacion. Lo anterior repercute

directamente en el valor del enriquecimiento, que de igual manera incrementa en cada etapa

del proceso. Por lo cual, el objetivo de un proceso de purificacién es maximizar la actividad

especifica. Es muy comun que durante el proceso haya pérdidas de la enzima de interés, lo

cual se vera reflejado directamente en el rendimiento. Aunque es verdad que el objetivo

principal es la purificacion, no debe descuidarse el rendimiento, pues una pobre recuperacion

genera problemas posteriores en cuanto al empleo de la enzima aislada.




5. 2. 9. Métodos empleados en la purificacion de LDH a partir de musculo esquelético

de pollo

Se presenta a continuacion una breve explicacion sobre los métodos seleccionados para
realizar la purificacion de Lactato Deshidrogenasa a partir de musculo esquelético de pollo

durante esta investigacion:

5. 2. 9. 1. Homogenizacién mecanica. La homogeneizacion es un proceso donde las células
y los tejidos son lisados o rotos en fragmentos lo suficientemente pequefos para dar lugar a
una suspension uniforme y estable llamada homogeneizado (Sanchez, S. 2012). Existen
diferentes métodos para lograr la homogeneizacion. La homogeneizacion mecanica es
empleada comunmente para lisis celular de tejidos animales y vegetales, consiste en la ruptura
de la célula mediante la accion mecanica de navajas. Las células deben ser suspendidas en
un solvente adecuado o amortiguador, para asegurar la estabilidad de las moléculas una vez
liberadas (Armendariz, J. et al. 2013).

5. 2. 9. 2. Precipitacion por salado. Una proteina es una molécula muy grande, que se
disuelve gracias a la solvatacién de numerosas moléculas de agua que impiden una interaccion
intima entre ellas. Sin embargo, cuando se agregan a la solucién grandes cantidades de un
compuesto electrolitico, las moléculas de agua quedan fuertemente ligadas a los nuevos iones,
siendo incapaces de solvatar a las proteinas. Por lo anterior, la conformacién de la proteina se
modifica para evitar la exposicion de sus residuos apolares con el solvente, dando como
resultado nuevas interacciones y por lo tanto lleva a la formacion de plegamientos o
asociaciones nuevas que pueden llevar a su precipitacion. La concentracion de sal a la cual
precipita varia de proteina a proteina, por lo cual, al ir variando la concentracion de sal en la
solucion se puede fraccionar una mezcla de proteinas (Sanchez, S. 2012; Freifelder, D. 2003;
Vega, F. 2013).

5. 2. 9. 3. Cromatografia. La cromatografia es, mas que una técnica, un término general que
engloba diferentes métodos de separaciéon de mezclas, ampliamente aplicados a la purificacion
de proteinas. Todos estos métodos se basan en el reparto desigual de los componentes de la
mezcla entre dos fases, una fija (sélido) y una mévil (liquido o gas), en funcion de sus diferentes
caracteristicas. La fase fija, o estacionaria, se encuentra normalmente empacada en una
columna, sobre la cual se coloca una muestra de la mezcla que se desea separar.

Posteriormente, se aplica una corriente de la fase movil, que hara a los componentes de la



mezcla pasar a través de la fase estacionaria. En el transcurso, los diferentes componentes de
la mezcla interactuan con la fase estacionaria, distribuyéndose entre las dos fases segun las
caracteristicas fisicoquimicas de cada componente. Asi, se logra una separacion, y los
componentes con menor afinidad por la fase estacionaria saldran primero de la columna,
mientras que los de mayor afinidad por la fase estacionaria seran retenidos y saldran

posteriormente, pudiéndose recuperar por separado (Skoog, D. 2001).

5. 2. 9. 3. 1. Cromatografia de exclusion molecular a - -
A+Bf\; - -
(Filtracion en gel)
- B
Es un tipo de cromatografia que se basa en la diferencia e
- . -
de tamafos entre las moléculas que conforman la B

mezcla para separarlas. En la filtracion en gel, la fase

estacionaria consiste en pequefias esferas de algun @ g

stacionarialy
polimero, generalmente agarosa, dextrano o

poliacrilamida, con poros microscépicos en forma de " v
cueva, que se empaca en una columna. Tal como se Y 4 14 A
o= O ) b b
\ movil™>

observa en la figura 13, la muestra (A+B) se coloca en -
la cabeza de la columna, haciendo pasar posteriormente
la fase movil, que suele consistir en un amortiguador. ~. A
Las moléculas pequefias penetran los poros de la fase Figura 13. Cromatografia de

] ) . . exclusién molecular (Tomado de
estacionaria (B), mientras que las moléculas voluminosas Miller-Esterl, W. 2008).

(A), como la mayoria de las proteinas pueden pasar por los espacios libres entre las esferas
de polimero. Se emplea frecuentemente en procesos de purificacidon de proteinas, para
separarlas y clasificarlas segun su tamano, pero también para eliminar sales después de un
proceso de salting out. (Vega, F. 2013; Muller-Esterl, W. 2008).

5. 2. 9. 3. 2. Cromatografia de Intercambio I6nico

Este tipo de cromatografia permite la separacion de los compuestos que componen una
mezcla en funcién de su carga eléctrica. Como se mencioné en el apartado 1.1, las proteinas
adquieren carga eléctrica en funciéon del pH del medio en el que se encuentren, debido a los
grupos ionizables que contienen los aminoacidos que la conforman. Asi, es posible manipular

la intensidad, e incluso el signo (+ o -) de esa carga al cambiar el pH en el que se encuentra la



proteina. En la cromatografia de intercambio idnico, la fase
estacionaria es un soporte sélido (resina) con grupos ionizables,
llamados intercambiadores. Los intercambiadores pueden ser:
e Catidnicos: contienen grupos cargados negativamente, que
intercambian moléculas con carga positiva.
e Anionicos: contienen grupos cargados positivamente, que
intercambian moléculas con carga negativa.
Ambos tipos de intercambiadores pueden ionizarse en funcién del

pH del eluyente (débil), o bien, estar siempre ionizados (fuertes).

Como se muestra en la figura 14, la mezcla se hace pasar por la
resina de intercambio, al interactuar con los grupos de la resina, los
diferentes compuestos se unirdn a ellos por interacciones
electrostaticas, con mayor o menor fuerza cada uno. Como es de
esperarse, los que tengan carga neta igual a la del intercambiador,
no seran retenidos, y saldran de la columna. Posteriormente, se
emplea otro amortiguador para desplazar a las proteinas que se
unieron a la resina. Este amortiguador puede modificar el pH, con
lo que se modificara la carga neta de las proteinas, o bien, cambiar
la fuerza idnica, es decir, agregar a la columna iones con carga

contraria a la de los grupos intercambiadores que desplacen a las

\.ﬁ
_,1

Figura 14. Cromatografia de
intercambio ionico.
Intercambiador cationico.

®Grupos cargados de la

resina. Moléculas con carga

neta positiva. Molécuas con
carga neta negativa.

1) Unién de moléculas con carga
positva a la resina de
intercambio por interacciones
electrostaticas. 2) Las moléculas
con carga negativa salen de la
columna. (Modificado de
http://ecovi.tripod.com)

proteinas. Al emplear un gradiente de cualquiera de los dos factores mencionados, puede

realizarse una elucién diferencial de los compuestos retenidos por la resina (Roca, P. et al.,

2003).

5. 2. 9. 4. Electroforesis. La electroforesis es una técnica
con la que se puede estudiar el movimiento de biomoléculas
con carga a través de un campo eléctrico, ya sea de manera
horizontal o vertical (Figura 15). Esta técnica se basa en que
cada molécula que compone una mezcla problema tendra
propiedades de tamafo, carga, forma y composicion

quimica unicas, por lo que su movilidad y velocidad de

Direccion de
electroforesis

/\

Figura 15. Camara de electroforesis

) - o o ] vertical. (Modificado de:
migracion en el campo eléctrico sera unica y se separaran  http://www.uco.es/dptos/bioquimica-
biol-mol)
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en bandas (Figura 16). A la fecha se han desarrollado diversos tipos de electroforesis, cuya
principal diferencia radica en el tipo de soporte:
e Gel de celulosa: empleada para separar moléculas de bajo peso molecular
(aminoacidos y carbohidratos)
e Gel de poliacrilamida y agarosa: empleada para separar moléculas de mayor peso

molecular (acidos nucleicos y proteinas).

La electroforesis también puede ser:
e Nativa: mantiene integra la estructura y actividad (en caso de las enzimas) de las
moléculas separadas.

¢ Desnaturalizante: desnaturaliza a las moléculas, por lo que su actividad se pierde, e

incluso su estructura, quedando soélo péptidos de

- 9
Qg uestra )
Y e = P | cadena lineal.
q )J 53 §
"gz Para la presente investigacion se emple6 un gel
T
5% . . . . .
—> = > L 125 discontinuo  de poliacrilamida  en una
vo 7 ) L2
- [ . . .
E"’ electroforesis desnaturalizante vertical (PAGE-
: . . " "
/, gel < /! S SDS). Un gel discontinuo consiste en realidad de
Q ",‘J 9 9 L}
TP dos geles diferentes unidos, uno denominado

concentrador y otro, denominado separador. Para

Figura 16. Separacion de proteinas en gel. V. .
(Modificado de: su preparacion se emplean amortiguadores con

http://www.uco.es/dptos/bioquimica-biol-

mol/dfs/16%20ELECTROFORESIS) diferente fuerza iénica, pH y tamafio de poro.

5.2.9.4.1. PAGE-SDS.

Se trata de un tipo de electroforesis desnaturalizante en la que las muestras se desnaturalizan

por calor en presencia de agentes desnaturalizantes:

o [B-mercaptoetanol, que reduce los puentes disulfuro.

o SDS, que desnaturaliza y confiere a las proteinas carga neta negativa.

En la electroforesis en gel de poliacrilamida, el soporte en un gel constituido por una red
tridimensional de acrilamida polimerizada con N, N’-metilen-bisacrilamida, controlada por un
sistema de catalisis con persulfato de amonio y N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina (TEMED)
(Segal, C., Ortega, G. 2005).



5. 3. Informacién general de la LDH

5. 3. 1. Bioquimica

La glucdlisis, que consiste en la transformacion catalitica de glucosa a piruvato y NADH, es
una fuente importante para la produccion de ATP en los diversos tejidos de un organismo. El
destino de las moléculas de piruvato producidas durante la glucolisis depende de la presencia
0 ausencia de oxigeno. En condiciones aerobicas, el piruvato es transformado en acetil-CoA
por la enzima piruvato deshidrogenasa, que posteriormente entra al ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Durante la fosforilacion oxidativa, el NADH se transforma de nuevo a NAD*, que
es esencial para la continua produccion de ATP. Bajo condiciones de hipoxia, la produccion de
ATP a través de la conversidn de glucosa a piruvato esta garantizada por la produccion
continua de NAD*, seguido por la conversién de piruvato a lactato, una reaccion catalizada por
lactato deshidrogenasa 5 (LDHS5) principalmente. Este proceso se llama la glucdlisis

anaerdbica (Figura 17).
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Figura 17. Esquema del metabolismo de la glucosa y la intervencion de la LDH en el paso final. (Modificado de
Ferrer, S. 2006)
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5. 3. 2. Descripcion e isoenzimas

La lactato deshidrogenasa o LDH, (EC 1.1.1.27.), es una familia de enzimas L-lactato: NAD*

oxidoreductasas. Molecularmente, son tetrameros ensamblados por dos tipos de monémeros

peptidicos, o subunidades diferentes, denominados A o M (muscle), y B o H (heart). Cada

subunidad tiene un peso molecular de aproximadamente 35,000 Da (34-40 KDa) (Basaglia, F.

1989). La secuencia de aminoacidos de cada subunidad se muestra a continuacion:

— Subunidad A o M, de 332 aminoacidos: http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/NP 990615.1

1 mslkdhlihn vhkeehahah nkisvvgvga vgmacaisil mkdladeltl vdvvedklkg
61 emldighgsl flktpkiisg kdysvtahsk Ivivtagarq qegesrinlv grnvnifkfi
121 ipnvvkyspd ckllivsnpv diltyvawki sgfpkhrvig sgenldsarf rhimgerlgi
181 hplschgwiv gehgdssvpv wsgvnvagvs lkalhpdmgt dadkehwkev hkqvvdsaye
241 viklkgytsw aiglsvadla etimknlrrv hpistavkgm hgikddvfls vpcvigssgi
301 tdvvkmilkp deeekikksa dtlwgigkel gf

— Subunidad B o H, de 333 aminoacidos: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP 989508.1

1 matlkeklit pvaagstvps nkitvvgvgq vgmacaisil gkglcdelal vdvledklkg
61 emmdlghgsl flgthkivad kdyavtansk ivvvtagvrq gegesrinlv grnvnvfkfi
121 ipqgivkyspn ctilvvsnpv diltyvtwkl sglpkhrvig sgcnldtarf rylmaerlgi
181 hptschgwil gehgdssvav wsgvnvagvs lgelnpamgt dkdsenwkev hkqvvesaye
241 virlkgytnw aiglsvaelc etmlknlyrv hsvstlvkgt ygiendvfls Ipcvisasgl
301 tsvingklkd devaqlkksa dtlwsigkd! kdl

La LDH fue la primera enzima en la que se
estudiaron y caracterizaron diferentes formas
de la misma, es decir, las isoenzimas. Las
diferentes combinaciones de los monémeros A
y B originan cinco diferentes isoformas, o
isoenzimas, principales (Fondy, T. & Kaplan N.
1965, Singh, R. 2011) de alrededor de 140,000
Da,

cantidades en

que se distribuyen en diferentes

los distintos tejidos del

organismo (Figura 18) (Maestre, R. 2004):

Figura 18. Representacién del tetramero LDH (no
especifica). Cada subunidad se representa en un
color diferente para su distincion.
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— La isoenzima LDH-1, LDH-B o LDH-H se compone de cuatro subunidades B o H, por lo
que su composicion suele indicarse como B4 o H4. Predomina en tejido muscular
cardiaco.

— Laisoenzima LDH-5, LDH-A o LDH-M se compone de cuatro subunidades A o M, por
lo que su composicidon suele indicarse como A4 o M4. Predomina en tejido muscular
esquelético (Holbrook, J. et al. 1982; Singh, R. 2012).

Las otras tres isoenzimas son:

— LDH-2, compuesta por tres subunidades B o H, y una subunidad A o M (B3A o H3M)

— LDH-3, que se compone de 2 subunidades B o H, y dos subunidades A o M (B2A2 o
H2M2), y

— LDH-4, en cuya composicion hay una subunidad B o H y tres subunidades A o M (BA3
o HM3).

Existe una sexta isoforma especifica de LDH, denominada LDH-6 o LDH-X, que es un
homotetramero formado por subunidades C (C4), que se ha descrito mayormente en testiculos
y espermatozoides de machos mamiferos y aves (Fountain, J. et al. 1970, Singh, R. 2011), y
se controla hormonalmente, por lo que solo se ha detectado en etapas pospuberes. Se piensa
que el gen que codifica la subunidad C es una copia del que codifica la subunidad A o M
(Holbrook, J. et al. 1982; Spielmann, W. et al. 1973). Actualmente se ha reportado que los
peces teledsteos expresan isoenzimas compuestas por la subunidad C en tejidos neural y
digestivo, principalmente higado (Maestre, R. 2004). Aunque en un inicio se reporté que la
subunidad C no se asociaba con las subunidades A y B, posteriormente se reportaron multiples
asociaciones entre las subunidades A y C en algunos tejidos de peces, y B y C en los tejidos

de la retina y neuronales de los mismos (Basaglia, F. 1989).

5. 3. 3. Reaccion

Las LDHs catalizan la conversion reversible entre piruvato y L- lactato mediante una reaccion
redox. En un sentido, la formacion de L- lactato consume dinucleétido de nicotinamida adenina
reducido (NADH), y genera dinucleétido de nicotinamida adenina oxidado (NAD*); mientras
que el NADH se produce durante la oxidacion de L- lactato a piruvato mediante una

transferencia de hidruro desde el cofactor y una transferencia de protén desde la histidina 195



de la cadena de aminoacidos de la enzima al oxigeno del grupo carbonilico del piruvato (Figura
19). La constante de velocidad de la reaccion catalizada por la LDH aumenta en un factor de

10'* veces, en comparacion con la reaccion no catalizada en disolucion (Ferrer, S. 2006;

Porraz, R. 2012). MNADT  MADH + HY
"-q.._:_._F,.:r'F
O 2HT + Fp T )
| 0 2 | P
CH, —CH— Lactstc Deshidrogenasa CHy—— G O
'--.Q _ T - o
Lactato 2H + 2e Piruvato

P
rADY MNAaDH+HY

Figura 19. Reaccién de interconversién entre piruvato y lactato catalizada por la familia de enzimas LDH.

5. 3. 4. Diferencias cinéticas

Cada subunidad determina las caracteristicas metabdlicas de las isoformas, y predispone a la
enzima activa a actuar, ya sea en un ambiente aerdbico o anaerdbico. Asi, conforme el nimero
de subunidades M aumenta sobre el numero de subunidades H, la isoenzima resultante de
LDH convierte mas eficientemente el piruvato a L-lactato; mientras tanto, un aumento en el
numero de subunidades H sobre el numero de subunidades M, favorece la oxidacién de L-
lactato a piruvato. Por lo tanto, la isoenzima LDH-5, que se encuentra principalmente es tejidos
como el musculo esquelético, favorece la conversion de piruvato a L-lactato, permitiendo la
rapida acumulacion de lactato donde predomina la glucdlisis anaerdbica. Mientras tanto, la
LDH-1 preferencialmente impulsa la reaccion hacia la produccion de piruvato, y se encuentra
en tejidos tales como corazon, donde el piruvato se oxida a través del Ciclo de los acidos
Tricarboxilicos (Adeva, M. et al. 2013; Al-Jassabi, S. 2002, Javed, M. et al. 1995; Singh, 2012).
Estas diferencias en el comportamiento cinético de las diversas isoenzimas se han estudiado

ya en tejidos tanto de pollo y humanos (Bishop, M. et al. 1972).

Ademas, existe una marcada diferencia en las estabilidades térmicas de las subunidades H 'y
M, que tienen como consecuencia la misma distincion en la estabilidad térmica de las
diferentes isoenzimas. Asi, la isoenzima H4 enzimas conserva su actividad enzimatica a
temperaturas elevadas, mientras que bajo estas condiciones, la isoenzima M4 se inactiva
rapidamente. Se ha observado que en las formas hibridas de LDH se conserva también esta
distincion. Esta diferencia en la estabilidad se explica mediante diferencias estructurales que

permiten a las subunidades tipo H de la LDH retener su conformacién e integridad catalitica,



mientras que el tipo M no es estabilizado estructuralmente (Fondy, T., Kaplan, N. 1965; Javed,
M. et al. 1995; Kaletha, K. 1974).

5. 3. 5. Sitio activo y mecanismo de reaccioén

En comparacion con las reacciones de

otras deshidrogenasas, el mecanismo de 1T1Arg\ o=%/
la catalisis de la LDH es bastante simple. To 2" el
. H Ny ®
Como resultado de los experimentos o I]~IH2
Oy His195
cinéticos de union y de equilibrio, se sabe o NH/;"]/‘*
; . . N\_—~NH
que existe un orden obligatorio de He Omy _-RSP1E8
oF

interaccion y unién de la enzima, primero [ H o/
con la coenzima, y en segundo lugar, con / Vet q

0 N —C
el sustrato. T e

Aon  off

Para lograr la catalisis, el anillo  Figura 20. Esquema del sitio activo de la LDH. Se representan los
aminoacidos mas estrechamente involucrados en la reaccion.

imidazol del residuo His195 .
(Modificado de Ferrer, S. 2006)

interactua con los sustratos y realiza
dos acciones principales:
1. Actua como donador/receptor de protones en la etapa de redox y

2. Orientacion de sustrato apropiado para su interaccion NADH.

El residuo Asp168 interactua con el de His195, para estabilizar la forma protonada. El residuo
Arg171 proporciona una fuerte interaccién de dos puntos cuando el sustrato es un carboxilato.
El residuo Arg109 polariza el enlace carbonilo del cetoacido, promoviendo la transferencia del
hidruro hacia el carbono, y la del protén al oxigeno. Se sabe ademas que los residuos GIn102
y Thr246 desempefan su papel en la discriminacién del sustrato (Figura 20) (Holbrook, J. et
al. 1982).

Una de las caracteristicas destacadas de la coenzima de la LDH es el ambiente hidréfobo del
anillo de nicotinamida representado por 1le250. Esto explica el por qué hay una mayor unién
entre la LDH y la molécula neutra de NADH, en comparacion con el NAD™, que es una molécula

con carga (Kopperschlager, G. & Kirchberger, J. 1996).



5. 3. 6. Aplicaciones clinicas

En la practica clinica, los niveles totales de LDH en suero son tipicamente empleados como
indicadores de danio tisular. La variedad de trastornos en los que la LDH puede elevarse ha
favorecido la investigacion del papel de cada una de sus isoformas en diversos padecimientos.
Sin embargo, la significancia de los niveles séricos de las diferentes isoformas de la LDH sigue
en discusion (Augoff, K. et al. 2015). Asi, se observan cambios en el patron de isoenzimas en
suero después de un infarto de miocardio. Los cambios en el patron de isoenzimas se emplean
como indicador de la necrosis de miocardio, de enfermedades en las que se produce dafio de
las células del higado, de tumores malignos, de anemia hemolitica, y de distrofia muscular
(Bishop, M. et al. 1972).

Se sabe desde hace mucho tiempo que en muchos tipos de canceres humanos, por ejemplo,
canceres pancreaticos, hepaticos, hematopoyéticos, 6seos y colorectales, se presentan
niveles mas altos LDH-5, en comparacion con tejidos sanos, y se ha demostrado que juega un
papel importante en el desarrollo, invasion y metastasis de tumores malignos (Augoff, K. et al.
2015). La glucolisis anaerébica es prominente en las células cancerosas, presumiblemente
como resultado de un aumento del actividad de enzimas glucoliticas, inducido por la
adaptacion de células de cancer a condiciones hipdxicas intratumorales. Se sabe que los
cambios especificos en el microambiente tumoral y la hipoxia pueden mejorar la glucdlisis, que
se convierte en una fuente importante para la producciéon de ATP en las células cancerosas.
Ademas, aproximadamente 0.5% del total de la LDH-5 se localiza en el nucleo, donde actua
como una proteina de union a ADN de cadena sencilla que afecta al complejo de ADN-
polimerasa a-primasa de una forma estimuladora, pudiendo estar implicado en la transcripcién
y/o la replicacién del ADN (Sheng, S. et al. 2012; Koukourakis, M. 2005).

Por lo tanto, la LDH-5 es considerada marcador tumoral, ademas de un nuevo blanco muy

prometedor en la terapia de diversos tipos de cancer (Augoff, K. et al. 2015.).



6. HIPOTESIS

Es posible mejorar la técnica de Cromatografia de Intercambio l6nico empleando una elucién
en gradiente para purificar a la enzima Lactato Deshidrogenasa a partir de musculo esquelético

de pollo (Gallus gallus domesticus).

7. OBJETIVOS

7. 1. Objetivo General
Purificar y caracterizar parcialmente a la enzima Lactato Deshidrogenasa de musculo
esquelético de pollo (Gallus gallus domesticus), mediante la modificacion de la técnica de

Cromatografia de Intercambio Catidnico.

7. 2. Objetivos Particulares

e Emplear la precipitacién con sulfato de amonio y la filtracion en gel como técnicas aplicadas
al proceso de purificaciéon de LDH.

e Comparar diferentes condiciones de elucion en columna para realizar un intercambio idnico
que permita la separaciéon de la enzima.

e Elegir la mejor metodologia para la purificacion de la LDH.

e Realizar la tabla de purificaciéon de la LDH.

o Determinar experimentalmente el curso de la reaccidon enzimatica.

e Determinar experimentalmente el pH 6ptimo para la actividad de la enzima.

e Determinar experimentalmente la temperatura éptima de la actividad de la enzima.

e Calcular el valor de Ea para la LDH purificada.

e Determinar experimentalmente el efecto de la concentracién de sustrato en la velocidad
de la enzima.

e Calcular los valores de Vmax. y Kw.

e Determinar experimentalmente el tipo de inhibicidn que tiene el oxamato de sodio sobre la
actividad enzimatica de la LDH.

e Encontrar valores de Km y Vmax. aparentes para diferentes concentraciones de oxamato de

sodio evaluadas.



8.

METODOLOGIA

8. 1. Diagrama de flujo general del proyecto: “Aislamiento y caracterizacién de la
nzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) de musculo esquelético de Gallus gallus
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8. 2. Reactivos
e Agua destilada.
e Amortiguador “A”: TRIS pH 8.6 20 mM, PMSF 1 mM, [B-mercaptoetanol 1 mM.
e Amortiguadores A con concentraciones de NaCl 0.1, 0.2,0.5y 1 M.
e Amortiguador de fosfatos 100 mM pH 6, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 y 8.5.
e Amortiguadores TRIS base 50 mM pH 6.5, 7.0, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5.
e BSA 0.1 mg/mL.
e Hielo.
e NADH 4 mM (disuelto en NaHCO3s 0.03 M).
¢ Oxamato de Sodio 10 mM.
e Piruvato de sodio 10 mM.
¢ Reactivo de Bradford.
e Resina de intercambio catidbnico MacroPrep High S Support hidratada.
e SDS 1%.
e Sephadex G-25 hidratado.
e Sulfato de amonio pulverizado.
e TCA 10%.
— Geles de poliacrilamida:
e Acrilamida: Bis-acrilamida 30%:0.8%.
e TRIS*HCI 2M pH 8.8.
e TRIS*HCI 0.5M pH 6.8.
e Persulfato de amonio 10% /.
e TEMED 10%.
e SDS 10% /,,.
— Amortiguador de corrida 1X:
e TRIS*HCI 0.025 M.
e Glicina 0.19 M.
e SDS 0.025%.



— Amortiguador muestra 5X:
e Glicerol 50%.
e Azul de bromofenol 0.05%.
e TRIS pH 6.8 312.5 mM.
e SDS 0.1 %.
e [-mercaptoetanol 5.125%.
— Solucion Tefidora:
e [-Ciclodextrina 0.3% m/v.
e Coomassie 0.15% m/v.
e CH3COOH 7% viv

8. 3. Materiales y equipos

e Agitadores magnéticos.

e Balanza de platillos.

e Balanza granataria.

e Baros de calentamiento a 20, 30, 37, 45, 50, 60 °C.
¢ Bloque de calentamiento.

e Camara de electroforesis (vidrios, base, camara, electrodos, etc.).
e Celdas para espectrofotometro PS (BRAND).

e Celdas para espectrofotometro UV- micro (BRAND).
e Columnas de cromatografia.

e Crondémetro.

e Embudo de filtracion.

o Espatula.

e Espectrofotometro.

e Fuente de poder.

e Gasa.

e Gradilla para celdas.

e Gradilla para tubos de microcentrifuga.

e Licuadora.



e Microcentrifuga.

e Micropipetas.

¢ Parrilla con agitacion.

e Probetas de 50y 100 mL.

¢ Puntas para micropipeta.

e Soportes universales.

e Tijeras de diseccion.

e Tubos para centrifuga (50 mL).
e Tubos para microcentrifuga.

e Ultracentrifuga.

e Vasos de precipitado 100 y 50 mL.

e \ortex.

8.4. Procedimiento general

El procedimiento general seguido para la purificacion de la enzima LDH desde la extraccion
hasta su caracterizacion se describe a continuacion. Debido a que se realizaron numerosas
modificaciones sobre todo en la parte de Cromatografia de Intercambio Cationico, para
encontrar las mejores condiciones de purificacion, se especificaran en las tablas 4 y 5 los

reactivos y procedimientos especificos para cada caso.

8.4.1. Extraccioén de LDH y precipitacion con sulfato de amonio

La carne de pollo (720 g) se cortd en cubos pequefios, y se licué en aproximadamente dos y
medio volumenes de amortiguador “A” frio. Se realiz6 la operacion a 4°C y mediante pulsos.
El vaso de la licuadora se enjuagé con 10 mL mas del mismo amortiguador y se agrego al
licuado. Se registré el volumen del licuado, etiquetando como FO. Se centrifugé a 10 000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Se filtr6 el sobrenadante con una gasa y se registré el volumen
etiquetando como F1. A la fraccion F1 se agreg6 lentamente la cantidad de sulfato de amonio
necesaria para alcanzar una concentracion del 55 % de saturacion (0.351 g/mL). Se centrifugd
a 10 000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se colectd el sobrenadante, registrando el volumen
obtenido y etiquetando como F2. A la fraccién F2 se le agreg6 lentamente la cantidad de sulfato



de amonio pulverizado necesaria para alcanzar una concentracion final del 75 % de saturacion
(0.141 g/mL). Se centrifug6 a 10 000 rpm por 10 minutos a 4°C. El precipitado se resuspendio

en 1 6 2 mL de agua destilada, registrando el volumen final y etiquetando como F3.

8.4.2. Desalado

Se empacaron 2.5 mL de Sephadex G-25® (anexo 5) /—3:‘:(;"
hidratado en una columna. Se lavdé con suficiente agua
destilada, y posteriormente se equilibré con 3.0 mL de

amortiguador “A” frio. Se cargaron 250 uL de la fraccion F3,

colectando el volumen muerto, y se eluyé con 2.0 mL de
amortiguador “A”, segun se muestra en la figura 21.
Se colectaron tres fracciones diferentes:

— Fraccion D1: el primer volumen en eluir, incoloro, previo

] \
|Fracciones colectadas
|

— Fraccion D2: volumen colorido (tono rosado), que eluye \ , /.)

a un volumen colorido.

a continuacién de la fraccion D1.

— Fraccion  D3: volumen incoloro que eluye  Figura21. Esquema del montajey
realizacion de la cromatografia de
exclusion molecular para realizar
el desalado.

inmediatamente al terminar el volumen colorido.
Se midi6 la actividad enzimatica de cada una de las fracciones
obtenidas hasta este punto, para determinar a cual de las fracciones del desalado convenia
realizar la cromatografia de intercambio catidonico. La metodologia para la determinacioén de la

actividad enzimatica se especifica mas adelante.

8.4.3. Cromatografia de Intercambio Catiénico con gradiente de [NaCl]

En la tabla 4 se especifican las diferentes condiciones que se probaron para llevar a cabo la
Cll con gradiente de [NaCl]. En general se empacd una columna con 1.5 mL de resina de
intercambio catidnico MacroPrep High S Support® (anexo 4), y se equilibré con 3 mL de
amortiguador de equilibrio. Posteriormente se cargo el volumen de la fraccion de Desalado con
mayor actividad como se especifica en cada caso en la tabla 4. Se colect6 el volumen muerto

y posteriormente se lavé con 1.5 mL del primer amortiguador de elucion (la concentracidon



menor de NaCl evaluada) colectando fracciones de aproximadamente igual volumen
(especificado en cada caso), y etiquetando como “lavado”. Una vez que el nivel del
amortiguador llegd al borde de la resina de intercambio en la columna, se agregaron
lentamente 1.5 mL del siguiente amortiguador de elucién (la siguiente concentracion de NaCl
evaluada, en orden creciente), y se colectaron alicuotas de aproximadamente el mismo
volumen, segun sea el caso. El procedimiento se repitié con cada uno de los amortiguadores

evaluados.

A continuacién se midio la actividad enzimatica de cada una de las fracciones obtenidas, asi
como la concentracion proteica por el método de Bradford, cuya metodologia se describe mas

adelante.

8.4.4. Cromatografia de Intercambio Catiénico con gradiente de pH

En la tabla 5 se especifican las diferentes condiciones que se probaron para llevar a cabo la
Cll con gradiente de pH. En general se empacd una columna con 1.5 mL de resina de
intercambio catiénico MacroPrep High S Support® (anexo 4) se equilibr6 con 3 mL de
amortiguador de equilibrio. Posteriormente se cargd el volumen de la fraccion de Desalado con
mayor actividad, especificado en la tabla 5 en cada caso. Se colect6 el volumen muerto y
posteriormente se lavd con 1.5 mL del primer amortiguador de elucion (el menor valor de pH a
evaluar) colectando fracciones de aproximadamente igual volumen (especificado en cada
caso), y etiquetando como “lavado”. Una vez que el nivel del amortiguador llegé al borde de
la resina de intercambio en la columna, se agregaron lentamente 1.5 mL del siguiente
amortiguador de elucion (el siguiente valor de pH a evaluar, en orden creciente), colectando
alicuotas de aproximadamente el mismo volumen, segun sea el caso. El procedimiento se
repitié con cada uno de los amortiguadores evaluados. A continuacion se midié la actividad
enzimatica de cada una de las fracciones obtenidas, asi como la concentracion proteica por el

método de Bradford, cuya metodologia se describe mas adelante.



TABLA 4. Detalle de las condiciones aplicadas a las Cromatografias de Intercambio Catidnico con gradientes de [NaCl].

Vol. de Equilibrio Lavado Elucion
Gradiente | Intento | muestra Amortiguador. Volumen. Vol. de Amortiguadores de Vol. de
Volumen. Amortiguador | fracciones gradiente. fracciones
3 mL. Amortiguador A: 1.5 mL de cada uno.
TRIS 20 mM pH 8.6, 1.5mL. Amortiguador A+NaCl 0.2M 3 fracciones
1 250 yL PMSF 1 mM, Amortiguador 750 pL Amortiguador A+NaCl 0.5 M | de 500 uL por
B-mercaptoetanol 1 mM. A. Amortiguador A+NaCl 1 M cada
amortiguador.
1.5 mL de cada uno. 3 fracciones
[NaCl] 2 mL. Amortiguador A+NaCl 0.2M | de 500 pL por
2 3 mL. Amortiguador 1 mL Amortiguador A+NaCl 0.5 M cada
250 L TRIS 50 mM pH 8.0. A. Amortiguador A+NaCl 1 M | amortiguador.
1.5 mL de cada uno.
3 mL. 2 mL. Amortiguador A+NaCl 0.1 M | 3 fracciones
3 200 uL TRIS 50 mM pH 8.0. TRIS 50 mM 1mL Amortiguador A+NaCl 0.2 M | de 500 pL por
pH 8. Amortiguador A+NaCl 0.5 M cada
amortiguador.




TABLA 5. Detalle de las condiciones aplicadas a las Cromatografias de Intercambio Cationico con gradientes de pH.

Equilibrio Lavado Elucién
Gradiente | Ensayo | Vol.de | Amortiguador. Volumen. Vol. de Amortiguadores de Vol. de
muestra Volumen. Amortiguador. fracciones gradiente. fracciones
1.5 mL de cada uno.
TRIS 50 mM pH 6.5 2 fracciones
3 mL. 1.5 mL. TRIS50 mM pH 7.0 de 750 uL por
1 250 yL Amortiguador A. Amortiguador A. 750 pL TRIS 50 mM pH 8.0 cada
. TRIS 50 mM pH 8.5 amortiguador.
TRIS 50 mM pH 9.0
1.5 mL de cada uno 2 fracciones
S3 mL. 15mL TRIg 50 mM pH 8.0 de 750 pL por
TRIS 50 mM pH X . TRIS 50 mM pH 8.5 cada
pH 2 150 L 7.0 TRIS 50 mM pH 7 750 L TRIS 50 mM pH 9.0 amortiguador
1.5 mL de cada uno.
TRIS 50 mM pH 8 2 fracciones
3 mL. 1.5 mL. 750 pL TRIS 50 mM pH 8.5 de 750 pL por
A 150 uL [ TRIS50 MM pH 7 | TRIS 50 mM pH 7. TRIS 50 mM pH 9 cada
TRIS 50 mM pH 9.5 amortiguador.
1.5 mL de cada uno. 1 fraccion de
3 mL. 1.5 mL. TRIS 50 mM pH 8 1.5 mL por
B 150 uL TRIS50mMpH 7 | TRIS 50 mM pH 7. 1.5mL TRIS 50 mM pH 8.5 ' d
TRIS 50 mM pH 9 cada
amortiguador.

TRIS 50 mM pH 9.5




8.4.5. Ensayo para medir la actividad de LDH

La LDH toma una molécula de NADH por cada molécula de piruvato que convierte a lactato,
por tanto, se puede determinar su actividad enzimatica al monitorear la desaparicién del NADH
del medio de reaccion. Para ello se requiere determinar la cantidad inicial del mismo, y registrar
la variacion a través del tiempo de la cantidad restante de NADH en el medio de reaccion. El
NADH presenta una maximo de absorcion a 340 nm, y los datos de absorbencia se transforman
en valores de concentracién de NADH empleando la ley de Lambert-Beer (Holbrook, J. et al.
1982; Howell, B. et al. 1979).

1. Se colocaron en una celda de espectrofotdmetro para UV los siguientes reactivos:

Tabla 6. Preparacion del medio de reaccion para la determinacion de la actividad enzimatica de la LDH.

Reactivo Cantidad
Amortiguador de fosfatos 100 mM pH 7 515 uL
Agua 404 pL
Piruvato 10 mM 30 L
NADH 4 mM 50 pL

2. Empleando unicamente agua destilada como blanco de reaccion, se registro la absorbencia
inicial de la mezcla anterior a 340 nm.

3. Se agreg6 a la celda 1 pL de la fraccion enzimatica a ensayar o dilucion de la misma®,
activando el crondmetro justo al momento de colocar la fraccién enzimatica en el medio de
reaccion.

4. Se registro la absorbencia a 340 nm, empleando como guia la tabla 7:

Tabla 7. Registro de absorbencia para la determinacién de la actividad enzimatica de la LDH en las
fracciones colectadas.

Fraccion*

*Se prepararon diluciones 1:10 de las fracciones FO, F1, F2, F3 y D2: 1 yL de la fraccion + 9 uL agua, y de esta dilucién se
tomo 1 L para el ensayo de actividad.



8.4.6. Determinacion de la cantidad de proteina (método de Bradford)

1. Se elabor6 una Curva Patrén empleando BSA, de 1 uyg/mL a 10 yg /mL, segun se indica

en la tabla 8 (anexo 1):

Tabla 8. Elaboracion de la curva patrén para la determinacion de proteinas por el método de Bradford.

pg/mL de BSA | Agua (uL) BSA% (uL) | Reactivo de Bradford (pL)

0 (Blanco) 800 0 200
1 790 10 200

3 770 30 200

4 760 40 200

6 740 60 200

8 720 80 200

10 700 100 200

2. Las muestras se prepararon de la siguiente manera:

Tabla 9. Preparacion de las muestras para la determinacién de proteinas por eI metodo de Bradford.

*Dilucién que permitié obtener una absorbencia dentro de la curva realizada
3. Se determiné la absorbencia a 595 nm tanto de las preparaciones de la curva como las

muestras, calculando la cantidad de proteinas en cada muestra por interpolacion en la

Curva Patrén obtenida.

8.4.7. Electroforesis desnaturalizante en geles de Poliacrilamida (PAGE-SDS)

1. El gel separador se preparé empleando las siguientes concentraciones de reactivos:
poliacrilamida 12% en amortiguador Tris*HCI 2M pH 8.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio
0.05%, TEMED 5*10* % v/v. El gel concentrador se prepard con las concentraciones:
poliacrilamida 4% en amortiguador Tris*HCI 2M pH 6.8, SDS 0.1%, persulfato de amonio
0.05%, TEMED 0.01% v/v. Para ello, se emplearon las cantidades indicadas en la tabla
10.

2. Los geles se montaron en la camara de electroforesis y se cubrieron con amortiguador de
corrida 1X.

3. Se preparé el equivalente a 30 ug de proteina de cada fraccion con 6 uL de amortiguador
muestra 5X y completando un volumen maximo de 30 uL con agua destilada. En caso de

requerirse un volumen mayor a 24 uL de fraccion para obtener los 30 ug de proteinas, se



procedid a realizar una precipitacion de proteinas como se describe en el siguiente
apartado.

4. Se calent6 cada fraccion preparada a 95 °C por 5 minutos.

5. Se colocd en uno de los pozos de cada gel un volumen de 4 puL de marcador de peso
molecular (anexo 2).

6. Después de cargar cada fraccidn enzimatica en un pozo del gel, éste se corrid a
aproximadamente 80 mV por 1.5 hrs.

7. Después de desmontar y enjuagar el gel, se procedio a tefiirlo sumergiéndolo en solucion
tefidora por 2 minutos.

8. Se enjuago y destifio hasta observar bandas diferenciadas.

Tabla 10. Preparacion de los geles para SDS-PAGE.

Porcién del gel Reactivo Cantidad
Agua destilada 900 pL
Acrilamida:Bisacrilamida 30%:0.8% 200 uL
Gel Concentrador: TRIS*HCI 0.5 M pH 6.8 375 uL
4% SDS 10% 15 uL
TEMED 10% 1.5 uL
Persulfato de amonio 10% m/v 7.5 L

Agua destilada 1.32 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30%:0.8% 1.6 mL
Gel separador: TRIS*HCI 2M pH 8.8 1.0 mL
12% SDS 10% 40 uL

TEMED 10% 2 uL

Persulfato de amonio 10% m/v 20 pL

8.4.8. Precipitacion de proteinas

1. Se tomo el volumen necesario de fraccidn a precipitar, y se agregd 75 pL de TCA 10% por
cada 150 uL de fraccion.

2. Se homogeneizo6 en vortex y posteriormente se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente.

3. Se elimin6 el sobrenadante y se re-suspendié la pastilla en 24 yL de agua destilada. Se

prosiguio con la preparacion habitual para cargar en el gel PAGE-SDS.



8.4.9. Determinacioén de Progreso de la Reaccion Enzimatica

1. Se colocaron en una celda de espectrofotometro para UV los reactivos en el orden indicado
en la tabla 6.

2. Se regqistré la absorbencia inicial a 340 nm empleando agua destilada como blanco de
reaccion.

3. Posteriormente se agregd a la celda 1 pL de la solucion de la enzima aislada, activando
en cronometro justo al momento de colocar la fraccion enzimatica en el medio de reaccion.

Se registro la absorbencia a 340 nm, empleando como guia la tabla 11:

Tabla 11. Registro de absorbencias para la determinacion del progreso de la reaccion enzimatica.

t (s)* | Absorbencia | t (s)* | Absorbencia | t (s)* | Absorbencia

*Se realiz6 el registro hasta que la variacion en la absorbencia se detuvo

4. Se determiné graficamente el periodo de tiempo en que la velocidad enzimatica es
constante y se considera ese periodo de tiempo como el apto para realizar

determinaciones a punto final.

8.4.10. Determinacioén de pH éptimo

1. Para cada amortiguador evaluado, se prepararon por duplicado los tubos B y R, colocando

en el orden indicado los siguientes reactivos:

Tabla 12. Preparacion del medio de reaccion para la determinacién del pH 6ptimo.

Reactivo Cantidad

Amortiguador de fosfatos 100 mM pH a ensayar | 515 L
Agua 304 uL

Piruvato 10 mM 30 pL

NADH 4 mM 50 pL

2. Se incubd 2 minutos a 30°C y posteriormente se agregoé al tubo “R” 1 uL de la solucion de
enzima aislada, activando el crondmetro justo al momento de colocar la solucion
enzimatica en el medio de reaccion.

3. Transcurridos el tiempo determinado en el ensayo “Progreso de la reaccién” se agregd a

ambos tubos 100 pyL de SDS 1%, y se agregé al tubo “B” 1 uL de solucién de enzima.



. Se registro la absorbencia a 340 nm, empleando como blanco agua destilada, y el valor de

la reaccién “B” para determinar el cambio en la absorbencia en el tubo “R”, registrando los
resultados en la tabla 13:

Tabla 13. Registro de datos para la determinacién del pH 6ptimo.

pH | Absorbencia tubo B | Absorbencia tubo R | AAbsorbencia a punto final

| 6
6.5
7

~
(3,

-m‘m‘-

8.4.11. Determinacion de temperatura optima

1.

Para cada evaluada, se prepararon por duplicado los tubos B y R, colocando en el orden

indicado los siguientes reactivos:

Tabla 14. Preparacion del medio de reaccion para la determinaciéon de la temperatura 6ptima.

Reactivo Cantidad

Amortiguador de fosfatos 100 mM pH éptimo | 515 L
Agua 304 uL

Piruvato 10 mM 30 pL

NADH 4 mM 50 pL

. Se incubd 2 minutos a la temperatura a ensayar y posteriormente se agrego al tubo “R” 1

ML de la solucion de enzima aislada, activando el crondmetro justo al momento de colocar
la solucidén enzimatica en el medio de reaccion.
Transcurrido el tiempo determinado en el ensayo “Progreso de la reaccion”, se agregé a

ambos tubos 100 yL de SDS 1%, y se agreg6 al tubo “B” 1 yL de solucién de enzima.

. Se registro la absorbencia a 340 nm, empleando como blanco de reaccion agua destilada,

y el tubo B para determinar el cambio en la absorbencia en el tubo “R”, registrando los
resultados en la tabla 15:

Tabla 15. Registro de datos para la determinacién de la temperatura éptima.

Temperatura (°C) Absorbencia tubo B Absorbencia tubo R AAbsorbencia a punto final
0 (Hielo)

20

30

37

45

50

60




8.4.12. Determinacion de cinética enzimatica
1. Se prepararon los siguientes tubos de ensaye, agregando los reactivos en el orden

indicado:

Tabla 16. Preparacion de los tubos de reaccién para la determinacion de la cinética enzimatica.

Reactivo Tubo
(uL) 1 2 | 3] 4] 5] 6] 7] 8
Amortiguador 515
Piruvato 0 | 3] 8 ]15[32]47]63] 95
NADH 50
H.O0 334 [ 331326 | 319 | 302 | 287 | 271 [ 239
Incubar 2 minutos a temperatura 6ptima
ENZIVA | 1

2. Se activo el crondmetro justo al momento de colocar la solucién enzimatica en el medio de
reaccion.

3. Transcurrido el tiempo determinado en el ensayo “Progreso de la reaccién” para cada tubo,
se agregaron 100 yL de SDS 1% a cada uno.

4. Se registro la absorbencia a 340 nm, empleando como blanco de reaccion el tubo 1, en la
tabla 17:

Tabla 17. Registro de datos para la determinacién de la cinética enzimatica.

[S] (mM) | Absorbencia a punto final
0

0.03
0.08
0.15
0.32
0.47
0.63
0.95

8.4.13. Efecto de un inhibidor
1. Se prepard una serie de tubos tal como se indica en la tabla 16.
2. Se prepararon ademas las siguientes series de tubos de ensaye, agregando los reactivos

en el orden indicado:

Tabla 18. Preparacién de los tubos de reaccién para la determinacion del efecto de una concentracion 6 mM
de oxamato de sodio sobre la cinética enzimatica de la LDH.
Reactivo

(pL) 8
Amortiguador 515
Piruvato 0 | 3] 8 153247 [63] 95
NADH 50
H20 328 [ 325320 | 313 | 296 | 281 | 265 | 233
Oxamato de sodio 6
Incubar 2 minutos a temperatura 6ptima
ENZIMA | 1




Tabla 19. Preparacion de los tubos de reaccién para la determinacion del efecto de una concentraciéon 12 mM

de oxamato de

Reactivo

(uL)
Amortiguador

sodio sobre la cinética enzimatica de la LDH.

515

Piruvato

0 | 3] 8 153247 ]63] 95

NADH

H20

50
322 [ 319 [ 314 | 307 | 290 | 275 | 259 | 227

Oxamato de sodio

12

Incubar 2 minutos a temperatura 6ptima

ENZIMA | 1

Tabla 20. Preparacion de los tubos de reaccion para la determinacion del efecto de una concentracion 25 mM
de oxamato de sodio sobre la cinética enziméatica de la LDH.

Reactivo

(uL) 8
Amortiguador 515

N Piruvato 0 [ 3] 8153247 ]63]9
x NADH 50

o H20 309 [ 306 | 301 | 294 | 277 | 262 | 246 | 214
Oxamato de sodio 25

Incubar 2 minutos a temperatura 6ptima
ENZIMA | 1

Se activé el crondbmetro justo al momento de colocar la solucién enzimatica en el medio de
reaccion y transcurrido el tiempo determinado en el ensayo “Progreso de la reaccién” para
cada uno de los tubos, se agregaron 100 yL de SDS 1%.

Se registrd la absorbencia a 340 nm, empleando como blanco de reaccién el tubo 1,

colectando los datos obtenidos en la tabla 21:

Tabla 21. Registro de datos para la determinacién del efecto de un inhibidor a diferentes concentraciones
sobre la cinética enzimatica.

to final
Oxamato 0.25 mM

Absorbencia a 340 nm a pu
EIKul'Jl Oxamato 0.06 mM | Oxamato 0.12 mM
0

0.03
0.08
0.15
0.32
0.47
0.63
0.95




9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

9.1. Evaluacién de diversos gradientes de elucién

Se realizd una primera extraccion de la LDH, la posterior precipitacion con sulfato de amonio
y desalado por filtracion en gel con Sephadex G-25, tal como se indica en la metodologia. Se
determiné la actividad enzimatica de la LDH considerando un coeficiente de absorcién molar
(¢) de 6220 M-'cm™! (De Gade, G., 1979; Al-Jassabi, S. 2002).

Actividad enzimatica de las fracciones obtenidas Figura 22.
L ] Diluciones 1:10
por precipitacion con sulfato de amonio de las fracciones:
0.2 Homogenizado
0.18 FO (FO);
- 016 F1 centrifugacion
Qo014 F2 (F1);
= 0.12 F3 precipitacion con
5 01 sulfato de amonio
5 0.08 al  55% de
E 0.06 saturacion (F2); y
0.04 precipitacion con
0.02 .
0 sulfato de amonio
0,
0 50 100 150 00| 8 75% de
. saturacion (F3).
tiempo (s)

La actividad enzimatica de la fraccién F3 fue la mas elevada de las fracciones obtenidas en la
etapa correspondiente a la extraccion y fraccionamiento por precipitacién con sales, segun se
muestra en la figura 22. Esta es la fraccion en la que se encuentra concentrada toda la LDH

extraida, pues se ha precipitado y resuspendido en un minimo volumen.

En cuanto a la filtracidon en gel, o cromatografia de exclusién molecular, se colectaron en total
cuatro fracciones segun se indica en la metodologia. La fraccion colorida (D2) fue la de mayor
actividad (figura 23), indicando que es en esta porcidn del volumen en la que eluye la LDH, por
lo tanto, es de esta fraccion de la que se partié para realizar las posteriores evaluaciones de
gradientes de elucion para la cromatografia de intercambio cationico.



Actividad enzimatica de las fracciones Figura 23.
obtenidas al realizar el desalado Desalado
02 empleando
0.18 Sephadex G-25.
0.16 ‘=.;‘=‘:‘—_—=—_—: : : 250 ML de
T 014 fraccion F3
2 on —+—VMD
= como muestra.
§ 006; —=—0D1 VMD: volumen
g 0:06 D2 muerto del
0.04 ——D3 desalado.
0.02 D1: desalado 1.
0 : desalado 2.
0 20 40 60 80 100 120 140 D3: desalado 3.
tiempo (s)

9.1.1. Gradiente de [NaCl]

Se han reportado purificaciones de LDH de diferentes especies, y diferentes tejidos de las
mismas. En la mayoria de ellas se emplearon técnicas cromatograficas, y en algunas de ellas
se emplean gradientes de sales durante la elucion (Dawson, N., 2013; De Gade, G., 1979;
Karamanos, Y. 2014; Nadeem, M. et al. 2011; Kaletha, K. 1974; Olson, J. 1972; Sasaki, T. et
al. 1989). Se reportan concentraciones empleadas de NaCl o KCI de hasta 2 M. Como primer
intento, se optd por una CIC con gradiente de [NaCl] 0 a 1 M (Gradiente de [NaCl], intento 1
en la tabla 4 de la seccién “Metodologia”), obteniendo los resultados mostrados en las figuras
24 y 25.

Debido a que la actividad enzimatica fue detectada en el volumen de retencién y las dos
fracciones de lavado, no obteniéndose ninguna actividad en las fracciones correspondientes
al gradiente de [NaCl] (figura 25), se infiere que, especificamente debido a las condiciones de
equilibrio, la LDH no esta interaccionando con la resina de intercambio cationico. Siendo asi,
el pH de equilibrio es tal que la carga neta de la LDH es negativa, por lo que no es retenida por
los grupos sulfonato de la resina intercambiadora. El pl de la LDH considerado en este ensayo
es de 7.2 - 7.6, pero los resultados muestran que debe considerarse el valor de pl reportado
de entre 8.0 y 8.4, por lo cual, el valor de pH de equilibrio se redujo a 8.0, manteniendo
constantes el resto de las condiciones experimentales (Gradiente de [NaCl], intento 2 en la
tabla 4 de la seccion “Metodologia”). Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 26 y
27.



Bajo las nuevas condiciones empleadas se obtuvo una mayor retencion de la muestra a la
resina, pues a pesar de que se perdié una cantidad considerable de LDH en los lavados, se
observd que no se pierde la totalidad de ésta, pues la enzima eluyé también al aplicar el
gradiente de [NaCl] (figura 27). Por tanto, se plante6 reducir la cantidad de muestra aplicada
en la columna, considerando la posibilidad de que la pérdida de LDH en los lavados se deba
a un exceso de ésta. Por otro lado, la elucion parece completarse a una [NaCl] de 0.5 M, por
lo cual se plante6 modificar también las concentraciones de NaCl empleadas en el gradiente,
y manteniendo el resto de las condiciones de este segundo intento constantes (Gradiente de
[NaCl], intento 3 en la tabla 4 de la seccidén “Metodologia”). Los resultados obtenidos en este

tercer experimento se muestran en las figuras 28 y 29.

Se logré la recuperacion total de la enzima empleando concentraciones de NaCl menores que
en los intentos 1y 2. Se observo también que la cantidad de LDH perdida en el lavado de la
muestra se redujo significativamente, sin afectar la cantidad de unidades enzimaticas
obtenidas al aplicar el gradiente de elucién (figura 29). Por lo tanto, las condiciones de esta
ultima cromatografia, en lo que respecta a la aplicacion de un gradiente de [NaCl], son las que
mejores resultados arrojaron en cuanto a actividad enzimatica, especificamente la fraccion
NaCl 0.2M-1, es decir, la primera porcién de 500 uL recolectada al eluir la muestra con el

amortiguador que contiene una [NaCl] de 0.2 M.

C.1.C. congradiente de NaCl (Intento 1) Intento 1. Gradiente de [NaCl]

« VM
0.2 0.15 -
#lavado 1
019 o T TH R X . . °
0.18 S Lavado 2
oxr § SOORRIINNNS § I I D I | onaclooms 040 -
r 0 08800000000 0 0 ¢ ] ] (]
3 o6 Naclo2M-2 =
Z 015
z NaClO2M3 s |
Eoun # NacCl 0.5M-1
0.13 ® NacCl 0.5M-2
0.00
0.12 ® NaCl 0.5M-3 ..a.'@‘ N Py
0.11 .
o NaCl 1M1 «@oomff»f’m‘*ﬁ‘i‘é:ﬁ% ¢~¢~
0.1 [l Y g
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Figura 24. Actividad enzimatica de las fracciones obtenidas en la Figura 25. Actividad de la LDH en unidades
primera CIC con gradiente de [NaCl]. Resina equilibrada a pH 8.6. 250 | enzimaticas (U) en cada una de las
pL de D2 como muestra. [NaCl] de 0 M (Lavado), 0.2 M, 0.5 My 1M. 1.5 | s ciones obtenidas bajo las condiciones del
mL de cada amortiguador de elucién colectando 3 fracciones de 500 L intento 1 de CIC con gradiente de [NaCl]

para cada amortiguador. 9 )
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Figura 26. Actividad enzimatica de las fracciones obtenidas en la
segunda CIC con gradiente de [NaCl]. Resina equilibrada a pH 8.0. 250
pL de D2 como muestra. [NaCl] de 0 M (Lavado), 0.2 M, 0.5My 1M. 1.5
mL de cada amortiguador de elucién colectando 3 fracciones de 500 pL
para cada amortiguador.

Figura 27. Actividad de la LDH en
unidades enzimaticas (U) en cada una de
las fracciones obtenidas bajo las
condiciones del intento 2 de CIC con
gradiente de [NaCl].
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Figura 28. Actividad enzimatica de las fracciones obtenidas en la tercera
CIC con gradiente de [NaCl]. Resina equilibrada a pH 8.0. 200 pL de D2
como muestra. [NaCl] de 0 M (Lavado), 0.1 M, 0.2 My 0.5 M. 1.5 mL de
cada amortiguador de elucién colectando 3 fracciones de 500 pL para
cada amortiguador.

Figura 29. Actividad de la LDH en
unidades enzimaticas (U) en cada una de
las fracciones obtenidas bajo las
condiciones del intento 3 de C.I.C con
gradiente de [NaCl].




9.1.2. Gradiente de pH

Para la CIC con gradiente de pH se optd por aplicar amortiguadores de pH creciente. Por
cuestiones de practicidad, para poder determinar el pH real con un electrodo se colectaron
sblo 2 fracciones por cada amortiguador empleado, resultando cada una de un volumen
aproximado de 750 uL. Al igual que con las aplicaciones de gradiente de pH, las condiciones

especificas de cada cromatografia se detallan en la tabla 5 de la seccién “Metodologia”.

La aplicacién de un gradiente de pH para realizar la elucién de la LDH en una Cll no es muy
empleada. Para realizar la seleccién de los valores de pH que habrian de emplearse para
efectuarla se consideraron sobre todo los valores de pl reportados, tal como se mencioné
anteriormente. Se buscoé obtener un gradiente creciente, por lo que se aplicaron

amortiguadores de mayor pH cada vez.

Para el primer intento de CIC con gradiente de pH, que se realizé a la par del primer intento de
CIC con gradiente de [NaCl], se emple6é un valor de equilibrio de columna de 8.6. Los

resultados al aplicar el primer gradiente de pH a la CIC se muestran en las figuras 30 y 31.

En concordancia con lo ocurrido en el gradiente 1 de [NaCl], gran parte de la LDH se perdi6
en los lavados de la columna. Por otro lado, se obtuvo también actividad enzimatica en las
fracciones colectadas al aplicar los amortiguadores a partir del pH 8.0. Por otro lado, ya que
al aplicar los amortiguadores de TRIS base de pH inferior a 8 no se observa elucién de la LDH
se planteo eliminarlos del gradiente (figura 31). Por lo tanto, se modificé el amortiguador de
equilibrio, y en un intento de mejorar la retencion de la enzima, la resina se equilibré a un pH
menor, empleando para ello TRIS base 50 mM pH 7.0. Ademas, para el siguiente experimento,
la muestra se redujo 50 yL mas, pues en los experimentos de CIC con gradiente de [NaCl] se
observo que a pesar de haber reducido la cantidad de muestra (D2) colocada en la columna,
la pérdida de LDH en los lavados sigue siendo importante, colocando asi un volumen de 150
ML de fraccion D2 en la columna y el gradiente se inicid en un pH de 8.0. Los resultados

obtenidos al realizar la CIC bajo estas condiciones se muestran en las figuras 32 y 33.

Con las condiciones empleadas en la ultima cromatografia realizada se observo la resolucion
del problema de fuga de la enzima en el lavado de la columna, al mismo tiempo que la mayor
actividad enzimatica se concentra en una sola de las fracciones colectadas (figura 33). No

obstante, la cantidad de unidades enzimaticas obtenidas fue significativamente mayor con el



intento 3 del gradiente de [NaCl], a pesar de haber una elevada actividad enzimatica en mas
de una fraccidn colectada (figura 34). Por lo cual, el mejor gradiente se seleccionara con base
a la purificacion de la LDH, monitoreada por medio de Electroforesis desnaturalizante (PAGE-
SDS) (figuras 36 y 37) y la comparacion de las tablas de purificacion de ambos procesos:

intento 3 de gradiente de [NaCl] e intento 2 de gradiente de pH (tablas 23 y 24).

. Intento 1. Gradiente de pH.
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Figura 30. Actividad enzimética de las fracciones obtenidas en la | Figura 31. Actividad de la LDH en unidades
primera CIC con gradiente de pH. Resina equilibrada a pH 8.6. 250 | enzimaticas (U) en cada una de las fracciones
L de D2 como muestra. pH de 6.5, 7.0,8.0,8.5y9.0. 1.5 mL de | obtenidas bajo las condiciones del intento 1 de
cada amortiguador de elucién colectando 2 fracciones de 750 uL | CIC con gradiente de pH.
para cada amortiguador.
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Figura 32. Actividad enzimatica de las fracciones obtenidas en la | Figura 33. Actividad de la LDH en unidades
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cada amortiguador.
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9.2. Comparacién entre gradientes

Tabla 22. Relacién entre numero de fraccion y el gradiente aplicado en cada cromatografia realizada.

Numero [ Gradiente T T

de [NacCl] pH
fraccion 1 2 3 1 2

1 VM VM VM V.M. VM
2 LAVADO 1 LAVADO 1 LAVADO 1 | LAVADO 1 | LAVADO 1
3 LAVADO 2 LAVADO 2 LAVADO 2 | LAVADO 2 | LAVADO 2
4 NaCl 0.2M-1 | NaCl 0.2M-1 | NaCl 0.1M-1 | pH 6.5-1 pH 8-1
5 NaCl 0.2M-2 | NaCl 0.2M-2 | NaCl 0.1M-2 | pH 6.5-2 pH 8-2
6 NaCl 0.2M-3 | NaCl 0.2M-3 | NaCl 0.1M-3 pH 7-1 pH 8.5-1
7 NaCl 0.5M-1 | NaCl 0.5M-1 | NaCl 0.2M-1 pH 7-2 pH 8.5-2
8 NaCl 0.5M-2 | NaCl 0.5M-2 | NaCl 0.2M-2 pH 8-1 pH 9-1
9 NaCl 0.5M-3 | NaCl 0.5M-3 | NaCl 0.2M-3 pH 8-2 pH 9-2
10 NaCl 1M-1 NaCl 1M-1 | NaCl 0.5M-1 | pH 8.5-1
11 NaCl 1M-2 NaCl 1M-2 | NaCl 0.5M-2 | pH 8.5-2
12 NaCl 1M-3 NaCl 1M-3 | NaCl 0.5M-3 pH 9-1
13 pH 9-2

Comparacion entre todos los gradientes.
efl=NaCl1 =#=NaCl2 =sb=NaCl3 e=aé=pH1l ==ie=pH 2
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Figura 34. Actividad enzimatica en unidades internacionales obtenida en las fracciones

colectadas (ver tabla 22) en todas las cromatografias realizadas.
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Figura 35. Patrones electroforéticos de las fracciones colectadas en los procesos de homogenizacion (F0),
centrifugacion (F1), precipitacion con sulfato de amonio a un porcentaje de saturacion de 55% (F2) y de 75%
(F3), asi como de las tres fracciones colectadas al realizar el desalado de la fraccion F3 (D1, D2 y D3).
Enmarcadas en rojo, las bandas en las que se encuentra la LDH.

La eliminacidon de varias de las proteinas contaminantes mediante los procesos de
centrifugacion y precipitacién con sulfato de amonio se hace evidente al observar la figura 35,
en la que es posible visualizar la desaparicion gradual de algunas bandas conforme avanza el
proceso de fraccionamiento. En los carriles correspondientes al desalado se puede observar
presencia de bandas con el mismo desplazamiento electroforético, lo cual es un indicativo de
la abundancia de las proteinas a las que corresponden dichas bandas, o de multiples proteinas
que tengan pesos moleculares iguales o muy similares. Al observar la actividad enzimatica en
las fracciones del desalado en la figura 23 es notable que en la fraccion D2, que es la fraccion
con mayor actividad enzimatica, hay una cantidad menor de proteinas, es decir, es en esta
porcidn en la que se recupera a la LDH con un mayor grado de pureza, y que en la fraccion
D1, en la cual no se observa una banda en la posicién de la LDH, tampoco se detecta actividad
enzimatica. No obstante, en la fraccion D3, en la cual se registra elevada actividad enzimatica
también, si hay una banda a la altura esperada de la LDH, lo cual es un indicativo de que esta

banda puede corresponder a mas de una proteina con el mismo peso molecular (figura 23).

En la figura 36 se observa que la fraccién 0.2M-1, en la cual se presenta la mayor actividad
(figura 29), hay una banda proteica muy definida cuyo corrimiento electroforético corresponde
al esperado para la LDH. Sin embargo, no es la unica banda presente en la fraccién, hay por
lo menos otras 6 bandas. Aunque la actividad obtenida es buena, el principal objetivo de esta
investigacion es la purificacion de la enzima LDH, por lo que se desea obtenerla lo mas aislada

posible.
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Figura 36. Patrones electroforéticos de las fracciones colectadas al aplicar las condiciones de elucion del
intento 3 de gradiente de [NaCl] (tabla 4 en la seccién “Metodologia”®, figuras 28 y 29). Se muestran de
izquierda a derecha: marcadores de peso molecular (MPM), el volumen muerto (VMnaci), tres porciones
obtenidas al aplicar una concentracion de NaCl de 0.1 M (0.1M-1 a 3), tres porciones obtenidas al aplicar una
concentracion de NaCl de 0.2 M (0.2M-1 a 3) y tres porciones obtenidas al aplicar una concentracion de NaCl

de 0.5 M (0.5M-1 a 3). Enmarcada en rojo, la banda en la que se encuentra la LDH en la fracciéon de mayor
actividad enzimatica.

MPM VM, Lavado pH 8.0-1 pH 8.0-2 pH 8.5-1 pH 8.5-2 pH 9.0-1 pH 9.0-2
- l

36 KDa . ——

Figura 37. Patrones electroforéticos de las fracciones colectadas al aplicar las condiciones de elucion del
intento 2 de gradiente de pH (tabla 5 en la seccién “Metodologia”, figuras 32 y 33). Se muestran de izquierda
a derecha: marcadores de peso molecular (MPM), el volumen muerto (VMpH), lavado, dos porciones obtenidas
al aplicar un pH de 8.0 (pH 8.0-1 y 2), dos porciones obtenidas al aplicar un pH de 8.5 (pH 8.5-1 y 2), y dos
porciones obtenidas al aplicar un pH de 9.0 (pH 9.0-1 y 2). Enmarcada en rojo, la banda en la que se encuentra
la LDH en la fraccion de mayor actividad enzimatica.
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Tabla 23. Tabla de purificacién de la LDH empleando CIlI con gradiente de [NaCl] (intento 3, tabla 4).

Actividad

Actividad et
especifica

total (U)

Proteina
total (mg)

Volumen
(mL)

Rendimiento

Fraccion (%)

Enriquecimiento

(U/mg)

HOMOGENIZACION FO 83 6328.25 6374.4 1.01 1.00 100.00
CENTRIFUGACION F1 48 703 3110.4 4.42 4.39 48.80
PRECIPITACION
(NH4)2504 55% F2 50 291.34 2850 9.78 9.71 44.71
PRECIPITACION
(NH4)2504 75% F3 4 166.26 1656 9.96 9.89 25.98
DESALADO D2 0.8 15.55 1021.44 65.90 65.42 16.02
Cll CON GRADIENTE NaCl
DE NaCl 0.9M-1 0.5 3.7 384 103.78 103.03 6.02

Tabla 24. Tabla de purificacion de la LDH empleando CII con gradiente de pH (intento 2, tabla 5).

Fraccion Volumen Proteina | Actividad ;d:a\::li(:iz:::\ Enriquecimiento Rendimiento
(mL)  total (mg) total (U) (fj imo) a (%)
HOMOGENIZACION FO 83 6328.25 | 6374.4 1.01 1.00 100.00
CENTRIFUGACION F1 48 703 3110.4 4.42 4.39 48.80
PRECIPITACION
(NH4)2504 55% F2 50 291.34 2850 9.78 9.71 44.71
PRECIPITACION
(NH4)2504 75% F3 4 166.26 1656 9.96 9.89 25.98
DESALADO D2 0.8 15.55 1021.44 65.90 65.42 16.02
(el ol pH9.02 | 0750 13 324.00 249.23 247.43 5.08

GRADIENTE DE pH

e L




Como se evidencia en la figura 37, los resultados obtenidos al aplicar las condiciones del
intento 2 de CIC con gradiente de pH, tanto de actividad como de electroforesis, son
consistentes, pues la fracciéon pH 9.0-2, en la que se obtiene la mayor actividad de LDH,
muestra una unica banda, cuyo desplazamiento electroforético concuerda con el obtenido

hasta el momento para la LDH, en comparacién con el gradiente de [NaCl].

Si bien la tincion de gel empleada no permite afirmar que las bandas de proteinas de 36 KDa
correspondan unicamente a LDH, como se menciono6 anteriormente (figura 35), la obtencién
de una banda unica en el carril de la fraccion de mayor actividad, es ya un indicativo de una

purificacion mas exitosa.

Al comparar en las tabas de purificacion de ambos procedimientos se corrobora que el mejor
aislamiento se obtiene mediante en gradiente de pH, pues tanto la actividad especifica como
el enriquecimiento, que son los principales indicadores de purificacion, son notablemente
mayores para el gradiente de pH (tablas 23 y 24). Por lo tanto, se puede afirmar que aplicando
el gradiente de pH, se logra una mejor purificacion de la LDH que al aplicar un gradiente de
[NaCl].

Dado que en una muestra se encuentran presentes numerosas sustancias, cuyas propiedades
eléctricas difieren entre si, bajo condiciones particulares algunas interaccionan con el
intercambiador, unas con mas fuerza que otras, mientras que otras no lo hacen. Se sabe que
este es el fundamento de la purificacion mediante cromatografia de intercambio i6nico, y por
tanto se deben considerar las propiedades eléctricas tanto de la molécula de interés, del
intercambiador y de las otras sustancias con propiedades eléctricas que se encuentren
disueltas en los amortiguadores empleados, pues pueden interferir en la cromatografia. Ya que
las propiedades de cada especie son especificas, las condiciones para su liberacién del

intercambiador también son particulares, aunque no necesariamente unicas.

Una vez que se ha logrado que la molécula de interés interaccione con el intercambiador, ésta
puede ser eluida cambiando el pH (especialmente en el caso de las proteinas), alterando asi
su carga, o afadiendo al medio materiales que compitan con la muestra por el intercambiador,
como los iones de una sal. De estas dos opciones, la mas comunmente empleada es la elucion
mediante sales, ya sea isocratica o en gradiente. No hay muchos reportes en los que se emplee
un gradiente de pH para lograr la purificacion, por lo menos de LDH, tal vez porque se reporta

que es dificil obtener dicho gradiente sin aumentar la fuerza idnica, pues un amortiguador tiene



capacidad para soportar cambios pequefios de pH, como los que se aplican con cada
amortiguador de pH diferente en una elucion. Esto hace que sea necesario una mayor
concentracion de sales en el amortiguador para poder imponer un nuevo pH. Sin embargo, en
esta investigacion los mejores resultados se obtuvieron aplicando gradiente de pH,

manteniendo una concentracion constante en el amortiguador.

Al aplicar un gradiente de sales se realiza el desplazamiento de las proteinas por los cationes
provenientes de la sal; al aplicar un gradiente de pH, se modifica la carga de las proteinas
unidas al intercambiador, con lo cual su afinidad a éste se modifica. Al mismo tiempo, la
composicién del amortiguador también modifica la fuerza idnica, pudiendo presentarse una
combinaciéon de mecanismos de elucion. Lo anterior, favorece la eliminacién de algunas
proteinas que, como se muestra en la figura 36, no es posible separar al aplicar un gradiente
de [NaCl].

Por lo tanto, al analizar los resultados obtenidos de actividad enzimatica recuperada mediante
las tablas de purificacion, y los geles de PAGE-SDS, se concluye que las condiciones de
elucién que permiten obtener un mejor aislamiento de la LDH mediante CIC son las del intento
2 del gradiente de pH. Sin embargo, segun se muestra en la figura 33, con los valores de pH
empleados en el gradiente no se logré observar si esta actividad es la maxima obtenida. Se
infiere que aplicando un valor de pH mas, se podra observar un pico o tal vez un descenso en
la actividad enzimatica, con lo cual se obtendra el cromatograma completo. De acuerdo con
las observaciones mencionadas anteriormente, en experimentos posteriores se agregara al

gradiente un amortiguador con pH de 9.5.

9.3. Implementacién del protocolo obtenido
Se realizé la extraccion y precipitacidon por triplicado, obteniendo:

Tabla 25. Detalle de los procesos de homogenizacion y precipitacion con sulfato de amonio realizados por
triplicado.

‘ Extraccion 1 ‘ Extraccion 2 Extraccion 3

Masa de tejido muscular 20.05¢ 20.06 g 20.09¢
Volumen FO 76 mL 78 mL 83 mL

Volumen F1 41 mL 43 mL 44 mL

Volumen F2 45 mL 47 mL 43 mL

Volumen H:0 destilada para re-suspender 2mL 2mL 3mL
Volumen obtenido de F3 6 mL 6 mL 7.5 mL




Posteriormente se desald la fraccion F3:

Tabla 26. Detalle del proceso de desalado realizado por triplicado.

Volumen de Fraccion (uL) Extraccion 1 Extracciéon 2 Extraccion 3

pH inicial* 8-9 8-9 8-9
Volumen de retenciéon (VMD) 400 500 400
Porcién incolora (D1) 600 300 400
Porcién colorida (D2) 1000 1500 1200
Porcién incolora (D3) 400 250 600

pH final* 8-9 8-9 8-9

*pH determinado en el amortiguador al salir de columna empleando tira reactiva.

En la figura 38 se observa concordancia con los resultados obtenidos durante la primera
purificacion (comparado con figuras 22 y 23). Asi mismo, en las tres repeticiones la variacion
de la actividad de una fraccidn a otra a lo largo de los procesos de precipitacidon y desalado es
muy similar. No obstante, se observa una ligera influencia del volumen empleado para re-
suspender en la fraccion F3, como es de esperarse, pues la cantidad total de enzima, que se

espera sea similar en las tres extracciones, se diluye.
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Aunque siempre se encuentra la mayor actividad enzimatica en la fraccion D2, ésta es
ligeramente menor cuando se emplean 3 mL de agua destilada para resuspender el precipitado

para obtener la F3 (tabla 25). No obstante, no es una diferencia que afecte al resto del proceso,



pues en todos los casos la tendencia de actividades se conserva. Ademas, hay una
considerable fuga de enzima en la fraccion D1 cuando se colectan de ésta mas de 300 uL
(extracciones 1y 3), sin observarse una relacion entre el volumen de D3 colectado y la fuga
de LDH en ésta; un volumen de D2 colectado entre 1000 y 1500 pL ofrece una muy buena
recuperacion de enzima, y distinciéon con respecto a D1 y D3 en cuanto a cual tiene mayor
actividad (tabla 26).

La CIC se realizd, empleando la fraccion D2 de cada una de las extracciones como muestra,
bajo las condiciones del gradiente de pH ensayo A de la tabla 5 en la seccion “Metodologia”.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 39 y 40.
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Los resultados de actividad mostrados en la figura 39 muestran poca correspondencia entre
una repeticion y otra. Pues se detecta actividad enzimatica en varias de las fracciones
colectadas, pero la de maxima actividad no es la misma en cada caso. Para poder observar la
tendencia de actividad en cada repeticion, se realizé el calculo de las unidades enzimaticas
(U) obtenidas en cada fracciéon de cada repeticién, considerando que para cada una se

obtuvieron diferentes volumenes durante todos los pasos anteriores.
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Figura 40. Se muestra el calculo de unidades
enzimaticas fotales obtenidas mediante CIC en cada
una de las repeticiones, con base en los resultados
de actividad de la figura 39.

Estos calculos se muestran en la figura 40, en
la que se hace evidente que no hay
correspondencia en la tendencia de actividad.
Se atribuye lo anterior a la dificultad que
representa colectar un volumen igual para

cada fraccion, asi como al hecho de que al

colectar la mitad del volumen de
amortiguador se esta interrumpiendo la
elucion. Considerando esto, se decidid

colectar so6lo una fraccion con el total del
volumen por cada amortiguador aplicado,
segun se indica en la tabla 5 (ensayo B,
seccion “Metodologia”). Los resultados se

muestran en las figuras 41 y 42:
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Figura 41. Curvas de actividad enzimatica de las
fracciones obtenidas al realizar la CIC con gradiente
de pH bajo las condiciones del intento B de la tabla 5
de la seccion “Metodologia. La CIC se realiz6 a cada
una de las repeticiones de purificacion, lo mismo que
la determinacion de actividad enzimatica.

A) Extraccion 1; B) Extraccion 2; C) Extraccion 3.
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Se observa en la figura 41 que hay una mayor concordancia en la actividad enzimatica de las
fracciones recolectadas en cada repeticion, sin afectarse la misma por el aumento de volumen
con respecto al ensayo A. En las tres repeticiones se obtuvo la mayor actividad so6lo en dos
fracciones, correspondientes a los valores de pH 9.0 y 9.5. Se observd que en dos de las tres
repeticiones la fraccién colectada a pH 9.5 es la de mayor actividad, mientras que en la
repeticion restante, la mayor actividad se obtiene a pH 9.0. Para poder comparar resultados
de manera mas determinante, se realizd el calculo de las unidades enzimaticas totales

obtenidas en la ultima cromatografia realizada. Los resultados se muestran en la figura 42.

La tendencia mejora bastante con respecto a

10000~ -* Ef = E2 -+ E3
R los obtenidos en el experimento anterior, y
° 8000 concuerdan con los obtenidos en las pruebas
EGUUD' previas a la eleccion del gradiente a aplicar.
;4000- Sin embargo, en la segunda repeticion se
2000 obtuvieron resultados diferentes que en las
repeticiones 1y 3. A pesar de haber empleado

0-

las mismas condiciones en los tres procesos,

J no debe asumirse que los resultados de pH
Fraccién ] . ) ]
Figura 42. Se muestra el calculo de unidades | final en cada fraccion obtenida sean iguales en

enzimaticas fotales obtenidas mediante CIC en - .
cada una de las repeticiones, con base en los las tres repeticiones, pues al aplicarse

resultados de actividad de la figura 41. diferentes amortiguadores para crear un

gradiente, y considerando el intercambio de cationes que tiene lugar dentro de la columna
durante la elucién, los valores de pH en la fraccidon colectada pueden variar, generando una
gama de valores de pH obtenidos mas amplia e incluso diferente a la de los valores de pH
aplicados. Por tanto, se realizé la determinacién del pH real de cada fraccion colectada,
empleando para ello un potencidmetro. Los resultados que se obtuvieron tras dicha

determinacion se muestran en la tabla 27.

Tabla 27. Valores de pH real de las fracciones colectadas. Ensayo B (tabla 5).

.~ EXTRACION1 | EXTRACCION 2 EXTRACCION 3 |
Fraccion* | Volumen (UL) | pH | Volumen (uL) | pH | Volumen (pL) | pH
VM ~100 - ~100 - ~100 -
L 1500 6.99 1500 6.96 1500 6.99
pH 8.0 1500 7.27 1500 7.28 1500 7.25
pH 8.5 1500 8.05 1500 8.08 1500 8.06
pH 9.0 1500 8.38 1500 8.54 1500 8.40
pH 9.5 1500 8.85 1500 9.02 1500 8.85

VM=Volumen muerto; L=lavado; pH X=fraccion obtenida al eluir empleando buffer Tris 50 mM al pH correspondiente.



Se observa que los valores de pH real obtenidos en las fracciones “L” a “pH 8.5” de las tres
extracciones son muy similares. Sin embargo, hay una diferencia significativa en los obtenidos
en las dos fracciones restantes de la segunda repeticién. Con estas variaciones en el pH es
posible observar mas claramente el comportamiento de la actividad enzimatica, y por tanto, el
proceso de elucién durante la aplicacion de un gradiente de pH. Al graficar por separado los
valores de actividad enzimatica obtenida en cada fraccion en funcion del valor de pH real
obtenido se obtienen las curvas mostradas en la figura 43. Sin embargo, como se menciono
anteriormente, es posible analizar la variacidén de la actividad enzimatica al graficar de manera
conjunta los datos obtenidos. Se obtuvo un cromatograma tipico, en el que la maxima actividad
se obtiene a un pH de 8.54, con un gradiente real obtenido de 6.98 a 9.02, al aplicar

amortiguadores con valores de pH en un intervalo de 7.0 a 9.5 (figura 44).
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Posteriormente, se realizd la PAGE-SDS de las fracciones obtenidas por extraccion,

precipitacion con sulfato de amonio, la fraccion D2 obtenida en el desalado mediante

cromatografia de exclusion molecular (figura 45) y las obtenidas por CIC con gradiente de pH

(ensayo B, tabla 5), correspondientes a la segunda repeticion, por ser en la que se obtuvo la

mayor actividad (figura 46).

FO Bl =5 ; MPM

Figura 45. Patrones electroforéticos de las fracciones colectadas en los procesos de
homogenizacion (F0), centrifugacion (F1), precipitacion con sulfato de amonio a un
porcentaje de saturacion de 55% (F2) y de 75% (F3), asi como de la fraccion D2.
Enmarcadas en rojo, las bandas en las que se encuentra la LDH.
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Figura 46. Patrones electroforéticos de las fracciones colectadas al aplicar las
condiciones de elucion del ensayo B de gradiente de pH (tabla 5 en la seccion
“Metodologia”). Se muestran de izquierda a derecha: el lavado, una alicuota de las
fracciones obtenidas al aplicar un pH de 8.0, 8.5, 9.0 y 9.5. Enmarcada en rojo, la
banda en la que se encuentra la LDH en la fraccién de mayor actividad enzimatica.
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Los patrones electroforéticos mostrados en la figura 45 concuerdan con los obtenidos en
experimentos anteriores (figura 35), mostrando la paulatina eliminacion de proteinas
contaminantes. En cuanto a la figura 46, se observa la eliminacion de las proteinas
contaminantes en el lavado de la columna, mientras que en la fraccion de mayor actividad se

obtuvo una unica banda, muy bien definida, como se obtuvo anteriormente (figura 37).

Una vez realizado el calculo (anexo 3), se concluye un peso molecular de aproximadamente
36.2 KDa. Ya que la electroforesis realizada fue desnaturalizante, lo que se esperaria observar
es una proteina de alrededor de 35 KDa, segun el peso molécular reportado para la subunidad
M de la LDH de musculo esquelético de pollo (Fondy, T., Kaplan, N. 1965). Considerando el
error generado por la regresion lineal realizada para determinar el peso molecular empleando
los MPM, se concluye que la banda obtenida corresponde a las subunidades M de la LDH-5
del musculo esquelético de pollo (Heinova, D. et al. 1999; Holbrook, J. et al. 1982; Withycombe,
W. 1967).

En las tablas 28 a 31 se muestran los parametros de purificacion para cada una de las
repeticiones realizadas. En ellas se aprecia que la actividad especifica de la LDH vy el
enriquecimiento incrementan con cada procedimiento realizado. En cuanto a significancia, se
observa que el desalado es el primer paso que genera un incremento considerable, pues con
este procedimiento la LDH se separa debido a su tamafio, en una pequefa fraccién al pasar
por la matriz porosa, lo que permite separarla de otras proteinas al colectar varias fracciones
del volumen total de elucién. Con la CIC con gradiente de pH, para la unica banda generada
en el gel de PAGE-SDS (figura 46), se obtiene una actividad especifica de entre 500 y 900
U/mg, lo cual, con respecto al extracto inicial, obtenido mediante homogenizacion mecanica,
indica que se logré una purificacion de entre 35 a 42 veces, con rendimientos de entre 9.7% y

12.08%. En conjunto, los resultados muestran una satisfactoria purificacion de la LDH.



Tabla 28. Tabla de purificacion del primer aislamiento de LDH a partir de musculo esquelético de pollo.

Homogenizacién FO 76 3456.99 48640 14.07 100.00 1.00
Centrifugacion F1 41 1100.82 17630 16.02 36.25 1.14
Flieelplizeien eo L ED e F2 45 892.05 15300 17.15 31.46 122

amonio (saturacion al 55%) ) ) ) )
Precipitacion con sulfato de F3 6 858.9 19800 2305 4071 164

amonio (saturacion al 75%) ) ' ) )
e i s D2 1 49.92 11856 237.50 24.38 16.88

e exclusion molecular)

Cromatografia de Intercambio 15 96 4800 500.00 087 35.54

Cationico con gradiente de pH ) ) ) ) )

Tabla 29. Tabla de purificacion del segundo aislamiento de LDH a partir de musculo esquelético de pollo.

Procedimiento Volumen de Proteina Actividad Actividad especifica Rendimiento
Fraccién fraccion (mL) total (mg) total (U) (U/mg) (%) Enriquecimiento
Homogenizacion FO 78 3903.6 83460 21.38 100.00 1.00
Centrifugacion F1 43 1617.9 51600 31.89 61.83 1.49
PrespliEEEn son SUiED 6o F2 47 1017.3 34310 33.73 41.11 1.58
amonio (saturacion al 55%)
Precipitacion con sulfato de F3 6 800 30480 38.10 36.52 1.78
amonio (saturacion al 75%)
PEERlRe (G CerEik D2 15 90.4 21096 233.36 25.28 10.91
de exclusion molecular)
Cromatografia de Intercambio 15 11.2 10080 900.00 12.08 42.09
Catidnico con gradiente de pH

Tabla 30. Tabla de purificacion del tercer aislamiento de LDH a partir de musculo esquelético de pollo.

Homogenizacion FO 83 3001.6 64740 21.57 100.00 1.00
Centrifugacion F1 44 1362.2 33000 24.23 50.97 1.12
Precipitacion con sulfato de F2 51 907 1 23970 26.42 3703 123
amonio (saturacion al 55%) : ' ) i
Precipitacién con sulfato de F3 7.5 458.9 13875 30.24 21.43 1.40
amonio (saturacion al 75%) ) ) ) ' '
Desalado (Cromatografia
de exclusion molecular) D2 1.4 44.15 9156 207.38 14.14 9.62
Cromatografia de Intercambio
Catiénico con gradiente de pH 1.5 7.2 6300 875.00 9.73 40.57
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9.4. Caracterizacioén de la LDH purificada

Para realizar la caracterizacion parcial de la LDH se realizaron las siguientes determinaciones:

9.4.1. Efecto del pH

La figura 47 muestra una curva tipica de Efecto del pH

velocidad enzimatica en funcién del pH. Para = 0.03-

la LDH purificada en esta investigacion el pH .,E

optimo obtenido es de 7.0, segun los valores g 0.02-

de pH empleados en los amortiguadores. Este "_6:"

resultado concuerda con los reportados en E 0.01-

investigaciones anteriores, en las que los §

valores de pH 6ptimo se encuentran alrededor g 0.00 T : T :
de 7, dependiendo la isoenzima y especie de ° ° p?H ° °
la cual fue aislada (De Gade, G. 1979; Al- Figura 47. Variacion de la velocidad enzimatica de
Jassabi, S. 2002; Masood-Ul-Hassan, J. I("’F‘,rlc‘)?nideig J_fugéi,é::g;e_l pH del medio de reaccion

1995).

9.4.2. Efecto de la temperatura

En la figura 48 se observa una curva tipica Efecto de la temperatura

de actividad enzimatica al incrementar
gradualmente la temperatura a la cual se
efectla la reaccion catalizada por la LDH. Se
obtuvo una temperatura 6ptima de 45°C, en

concordancia con los valores reportados en

Velocidad (pmol/min)
5
e

otras investigaciones (Coquelle, N. 2007;

0.00 . T . 1
Kaletha, K. 1974). La energia de activacion 0 20 40 60 80
. T (°C)
se calcula empleando la ecuacion de — : ——
Figura 48. Variacién de la velocidad enzimatica de
Arrhenius, cuyo grafico se muestra en la la LDH en funcion de la temperatura (Promedio +
DE, n=3).

figura 49.



La teoria de colision de particulas de Arrhenius indica que la constante de la velocidad de

reaccion (v) depende de la temperatura:
v=de Yrr
donde:

Ea es la energia de activacion
R es la constante de los gases (8.314 / )

mol*K
T es la temperatura absoluta
A es el numero de colisiones entre las particulas reaccionantes

La forma lineal de la ecuacion anterior es:

In(v) = Eal
n(v) = RT n(A4)

Y = mx + b
Por lo tanto, es posible despejar la Eade la pendiente de la recta:
Ej= —m=*R
Asi, de la recta de la figura 49:

] ]
_ -1 —
Ej = 7067 K™ +8314 —— = 58757.16 ——

Realizando el calculo una vez
Calculo de la energia de activacion. , ,

obtenida la pendiente, se
0
0.0031 0.00315 0.0032 0.00325 0.0033 0.00335 0.0034 | determiné la Ea, cuyo valor es de
-1 .
aproximadamente 58.76 kJ*mol-".

2 y=-7067x + 18.835 .
R2=(0.9914 La Ea calculada es la requerida
= .,
3 .. Ea= 58757.16 J*mol™ para que la reaccidon de
----------- . L, )
4 T . conversion de piruvato a lactato
s T . se efectue en presencia de la
6 . LDH.
1T (K7)

Figura 49. Determinacion de la energia de activacién de la LDH
empleando la ecuacion de Arrhenius.




9.4.3. Efecto de Ia concentracion de sustrato

Cinética Michaelis-Menten Figura 50. Curva de

saturacion de la LDH
de musculo
esquelético de pollo
(curva roja).

Enmarcada en azul, la
recta obtenida al
Lineweaver-Burk aplicar la
transformacion de
Lineweaver-Burk a los
datos de velocidad
obtenidos en funcion
de la concentraciéon de
piruvato en el medio
de reaccién (recta
0 10 20 30 40 negra).

1/[Piruvato] (mM™)

150

0.04 -

1004

(5.
(=]
1

¥=3.1130X +11.7146

0.02 -

1/Velocidad (umolimin)™

Promedio + DE, n=3

0.00 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[Piruvato] (mM)

Velocidad Enzimatica (umol/min)

La hipérbola resultante al determinar la velocidad enzimatica de la LDH que se muestra en la
figura 50 indica que la LDH sigue una cinética de tipo Michaeliano cuando se incrementa la
concentracion del sustrato (piruvato) en el medio de reaccion. Es decir, al mantener la cantidad
de enzima constante, la velocidad enzimatica incrementa hasta alcanzar un valor maximo,

debido a la saturacién de los centros activos disponibles para catalisis por el piruvato.

Con la ecuacién de la recta obtenida al realizar la transformacién Lineweaver-Burk (figura 50,
recuadro azul), se calculan los parametros V.4, ¥ Kj, (tabla 31). Segun se indicé en el apartado

5.5.5.2, la ecuacion de la recta obtenida al aplicar la transformacién de Lineweaver-Burk es:

L_ Ky 1 1

VO Vméx. [S ] Vméx.
y= m X+ b
con la cual se pueden calcular V,,;4,, Y K}y cuando x = [—;] =0yy= Vi = 0 respectivamente:
0
1 m
Vinax, = B y Ky = ?



9.4.4. Efecto de un inhibidor

Inhibicion. Michaelis-Menten.
—i— Sin inhibidor —=—[Oxamato] 6mM [Oxamato] 12mM —#—[Oxamato] 25 mM

E 0.07
£
~ 0.06 =}
£
= 0.05
(T
2 0.04
4
~(T
E 0.3
I~
o
- 0.02
©
o
‘s 0.01
o
b
= 0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

[Piruvato] (mM)

Figura 51. Curvas de saturacion de la LDH en presencia de diferentes concentraciones de oxamato de
sodio. Se observa el efecto inhibidor del oxamato de sodio mediante el desplazamiento de las
hipérbolas.

Es ampliamente conocido que el oxamato de sodio actua como inhibidor competitivo de la
Lactato Deshidrogenasa. Por similitud estructural y electrénica con el sustrato (piruvato)
(Holbrook, J. et al. 1982), el oxamato logra ocupar el sitio activo de la LDH. Sin embargo, la
reaccion no puede llevarse a cabo, lo cual resulta en una disminucion de la transformacion
efectiva de piruvato en lactato, fenédmeno que se percibe como un decremento en la velocidad
enzimatica. No obstante, al ser una interaccion de tipo reversible la que se da entre el oxamato
y el sitio activo de la LDH, el oxamato es desplazado por el piruvato cuando la concentraciéon
de este ultimo aumenta, logrando superar la inhibicién, llegando asi, a alcanzar la misma
velocidad maxima que en un ensayo sin inhibidor presente en el medio de reacciéon (V,,4,)- @
pesar de ésto, la disminucion inicial en la velocidad enzimatica provoca un incremento en la
concentracion de piruvato a la cual se alcanza la mitad de la velocidad maxima, es decir, un
aumento en la K,;, que graficamente se observa como un desplazamiento de las curvas

hiperbdlicas hacia concentraciones mayores de piruvato. Se observa en la figura 51 que la



curva correspondiente a la concentracion mas alta de oxamato, no llega a la velocidad maxima

que las otras tres curvas, aunque tampoco se ha llegado a un maximo, pues la tendencia de

la curva sigue siendo el incremento de la velocidad. Se espera por tanto que al incrementar

aun mas la concentracion de piruvato, se logre llegar a la velocidad maxima, y que el

comportamiento de esta curva de inhibicidn siga siendo competitivo. Lo anterior se confirma al

observar la figura 52, en la que se muestra la transformacién de Lineweaver-Burk para las

curvas de saturacion, y se hace evidente que el comportamiento de las tres rectas

correspondientes a ensayos de inhibicion es el mismo, es decir, de tipo competitivo. Con las

Inhibicion. Lineweaver-Burk
400
* [Oxamato] 25 mM
350 yw=10.732x + 7.7653
300
-
= [Oxamato] 12 mM
é 250 31x + 8.3047
=
[=]
£ 200
=
= 150 * [Oxamato] 6 MM
— y = 3.9997x + 10.574
R?=0.999
100
= 5in inhibidor
¥y =3.0807x% + 11.338
R%=0.9997
-5 5 15 25 35
1/[Piruvato] (mm)?

Figura 52. Transformaciones de Lineweaver-Burk de las curvas de saturacion
obtenidas al anadir diferentes concentraciones de oxamato de sodio al medio de
reaccion. Se observa que para la familia de rectas obtenidas la pendiente
incrementa al incrementarse la concentracion de oxamato de sodio, al mismo
tiempo que la abscisa al origen disminuye.

ecuaciones de las
rectas obtenidas, se
pueden calcular los

parametros Vméx_ap_ y
Kwm,,, - Al tratarse de
una inhibicion
competitiva, los
valores de Vi, Y

Vinax.qp, deben ser, si

no iguales, muy

similares, mientras

que los de Ky y Kwm,,,

deben ser diferentes,

siendo KMap.cada vez

mayor a la Kj,.

Con las ecuaciones

obtenidas para las

rectas de las figuras

50 y 52, se calculan los parametros V,,s,. ¥ K), para el ensayo de efecto de la concentracion

de sustrato, y los parametros Vinax.qp. ¥ Km,, Para los ensayos a diferentes concentraciones de

oxamato de sodio. Tales calculos se resumen en la tabla 31.



Tabla 31. Valores de V4., Ky, Vinax.qp. ¥ Kug, de la LDH purificada.

Efecto de la concentracion de sustrato
(figura 50)

Valor
promedio

Efecto de un inhib

(figura 52)

[Oxamato] ) (#mol) Ky, (mM )
Sin e min
Inhibidor 0.088 0.271
6 mM 0.095 0.378
12 mM 0.120 0.699
25 mM 0.129 1.382

Con lo anterior se confirma la inhibicion competitiva del oxamato de sodio en la actividad

enzimatica de la LDH, pues aunque los valores de V4, Y Vinx.qp, MO SON exactamente iguales,
si son muy parecidos en cuanto a magnitud, a diferencia de los valores de K, y Kw,,, cuya

variacion es mucho mas significativa con cada incremento en la concentracion de oxamato

empleada.

El valor de K, encontrado se asemeja al encontrado por algunos otros investigadores que se
dieron a la tarea de encontrar este valor (Pesce, A. et al. 1964, Pesce, A. et al. 1967). Sin
embargo, este parametro es variable de organismo a organismo y también depende de las
condiciones de experimentacion. No obstante, tanto para los valores obtenidos de K,, como de
Vmax.» S€ ha encontrado concordancia entre los valores obtenidos en ensayos independientes
(Martinez, A. 2014).

Adicionalmente, con los valores de Ky, y V4., S€ detrmind el valor de la constante catalitica
(K.q¢) Y la eficiencia catalitica ( €) de la siguiente manera:

Vméx.

Kear = W
T

en donde [E]; se refiere a la cantidad total de enzima presente en la alicuota empleada para

en ensayo de efecto de la concentracion de sustrato (Castillo, F. 2005).



Para detrminar la [E]; se consideré el peso molécular determinado de 36.2 KDa. Considerando

la equivalencia 1 Da = 1 g/mol (Castillo, F. 2005):

) = 36.2x10° ™9/

1 -1\ /1000
36,200Da( g * Mo >( n9

!'Da lg

Se determiné mediante el método de Bradford una cantidad total de proteina de 0.35 mg en la

fraccion de 1500, y el ensayo se realiz6 empleando 1 uL de dicha fraccion, por tanto:

L (0'35 mg) 0.23 %1073
= . *

HE 1500 uL mg

0.23 %1073 ( 1mol ) 1 * 10° pmol 6.45 x 107° l

. * = . *
M9 \36.2 % 106 mg 1 mol Hmo
Por lo tanto:
Vg, _ 0.085 pmoly (1 min.) 21064 51
= = * == .
c«at = TEl, ~ 645106 pmol \ 60s s

Y dado que:

 Keqr,  219.64571

= —cot _ = 825.71mM 151
Ky _ 0.266 mM mies




10. PRUEBA PILOTO

El protocolo resultante, sélo en materia de purificacion, ha sido implementado por los alumnos

del grupo 2 del laboratorio de Bioquimica Experimental. Los resultados obtenidos por ellos

concuerdan con los reportados en el presente trabajo de investigacion, por lo que se

comtempla la posibilidad de implementarlo en un futuro proximo en la parte correspondiente a

purificacion de enzimas del temario de dicho laboratorio.

11.

CONCLUSIONES

Se encontraron las condiciones de elucidon que permiten optimizar los resultados obtenidos
para la practica de purificacion enzimatica mediante CIC en el laboratorio de Bioquimica

Experimental.

A pesar de las multiples modificaciones realizadas al protocolo inicial, el gradiente de

[NaCl] en la elucién no permitié obtener resultados satisfactorios.

La aplicaciéon de un gradiente de pH en la elucion permitid lograr una purificacion

satisfactoria de la LDH.

Las condiciones especificas que arrojaron los mejores resultados fueron: equilibrar la
resina de intercambio cationico MacroPrep High S Support a un pH de 7.0, colocar una
alicuota de 150 uL de la fraccién colorida obtenida al desalar, realizar el lavado de la
columna con el mismo amortiguador de equilibrio, y realizar la elucion con 1.5 mL de
amortiguadores TRIS 50 mM pH 8.0, 8.5, 9.0 y 9.5 sucesivamente, colectando todo el

volumen de cada amortiguador como una sola fraccién.

La CIC con gradiente de pH permitié obtener a la enzima Lactato Deshidrogenasa entre
35 y 42 veces enriquecida con respecto al extracto inicial. Estos valores son comparables
a algunas purificaciones previas reportadas (Kaletha, K. 1974; Karamanos, Y. 2014; Al-
Jassabi, S. 2002; Dawson, N. 2013).



v' Las variaciones en el volumen empleado al resuspender para obtener la fraccion F3
mostraron tener una ligera influencia en la actividad de la LDH obtenida en la misma
fraccidon F3, pero sin afectar significativamente etapas posteriores del proceso al colectar

una fraccion D2 de aproximadamente 1000 pL.

v Se logré la caracterizacién parcial de la LDH, obteniéndose los valores mostrados en la
tabla 32:

Tabla 32. Resumen de los parametros de caracterizacion de la LDH.

CARACTERIZACION FiSICA

Peso molecular de la subunidad 36.2 KDa
CARACTERIZACION CI
pH 6ptimo 7.0
Temperatura 6ptima 45 °C
Ea 58.76 kJ*mol’

Km 0.266 mM
Vmax. 0.085 2=
Kcat. 219.64 S_1

€ 825.71mMts~t
Km.ap. (Oxamato 6 mM) 0.378 mM
Vméx.ap. (Oxamato 6 mM) 0.095 22
Km.ap. (Oxamato 12 mM) 0.699 mM
Vmax.ap. (Oxamato 12 mM) 0.120 222
Km.ap. (Oxamato 25 mM) 1.382 mM
Vimax.ap. (Oxamato 25 mM) 0.129 422

v' Los resultados obtenidos por alumnos de pregrado en el laboratorio de Bioquimica

Experimental concordaron con los obtenidos en el presente trabajo de investigacion.

v El protocolo obtenido es aplicable como parte del curso en laboratorios de pregrado, en
sustitucion al protocolo actualmente utilizado, pues con una metodologia sencilla permite

obtener los resultados que no se han alcanzado a la fecha.



12. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES.

En vista de los resultados obtenidos hasta el momento, tanto de manera personal como al ser
implementado en un grupo de la asignatura de Bioquimica Experimental, la purificacion de
LDH es posible, en un grado aceptable, al aplicar las condiciones determinadas mediante
experimentacion durante la realizacidén del presente proyecto. No obstante, se observa que en
algunos casos no se obtiene un cromatograma completo, es decir, un decaimiento en la curva
de actividad en funcion del pH, por lo que se considera la opcidn de agregar un valor mas, para

asegurar la observacion de dicho pico de actividad.

Al plantearse la posibilidad de implementar el protocolo generado, en sustitucion a la técnica
actualmente empleada para realizar la purificaciéon por Cll, se considera que sera de gran
utilidad, desde el punto de vista docente, realizar una exploracion, mediante la aplicacion de
cuestionarios, sobre las posibles complicaciones que los alumnos pudieron encontrar durante
la implementaciéon del mencionado protocolo. De esta manera, se podrian efectuar
adecuaciones que permitieran eliminar o por lo menos disminuir en el mayor grado posible
dichas dificultades, sobre todo pensando en la cuestion del tiempo disponible para llevar a

cabo la purificacién y caracterizacion completas.
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Anexo 1. Determinacion de proteinas por el método de Bradford: Curva de calibraciéon

con Albumina Sérica Bovina.

La cuantificacién de proteinas mediante el método Bradford (por Marion Bradford, 1976), es
un método espectrofotométrico que se basa en la union del colorante Comassie Blue G-250 a
algunos residuos de las proteinas (principalmente aminoacidos basicos como la lisina, arginina
e histidina). El colorante, en solucion acida, existe en tres formas cargadas diferentes, que se
diferencian en su coloracion: dos formas catidnicas de color rojo y verde, y una anionica de
color azul. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante,
también de color azul. La intensidad de dicha coloracion es directamente proporcional a la
cantidad de proteinas presentes en la muestra, y se determina mediante espectrofotometria,
determinando la absorbencia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm. La
cuantificacion se realiza mediante interpolacion en una curva de calibracion, realizada

comunmente con y-globulina bovina o albumina sérica bovina (BSA).

Este método ofrece las ventajas de ser sensible, simple, rapido, barato y de que pocas
sustancias interfieren con la determinacion, entre las cuales se encuentran los detergentes y

las soluciones basicas.

pug/mL de BSA | Agua (pL) | gsa %1™9 (uL) | Reactivo de Bradford*(uL)
mL

0 (Blanco) 800 0 200
1 790 10 200
3 770 30 200
4 760 40 200
6 740 60 200
8 720 80 200
10 700 100 200

Curva Patron Bradford

=
o
L

=
-
L

y=0.1095x+0.02298
R’=0.9966

Absorbancia 595 nm
o o
-

=
o

4 ] 8 10
pg de proteina

(=]
b

* Reactivo de Bradford: Bio-Rad Protein Assay (numero de catalogo 500-0006).



Anexo 2. Marcadores de peso molecular empleados en la PAGE-SDS.

SeeBlue ® Plus 2. Invitrogen. Estandar de proteinas pre-tefiido. Novex ®. Life technologies.

Protein

Myosin

: | Phosphorylase

s | BSA

b | Glutamic
Dehydrogenase

~ | Alcohol Dehydrogenase
# | Carbonic Anhydrase
S | Myoglobin Red
| Lysozyme

S | Aprotinin

s | Insulin, B Chain

Approximate Molecular Weights (kDa)

Tris- MuPAGE® |NuPAGE® NuPAGE®
Glycine | LHicine | pfES MOPS | Tris-Acetate
250 210 188 191 210
O8 78 G2 G4 Tl
G4 55 41 51 a3
i 45 38 39 41
36 34 28 28 nsa
22 17 ¥ 16 n/a
16 16 14 14 n'a
6 7 6 n'a n'a
4 4 3 na na

©1999-2002 Invitrogen Corporation.” All rights reserved.

En cada gel se cargaron 4 uL de SeeBlue®Plus 2. Se consideran los pesos moleculares

IM-1008F 072602

correspondientes al amortiguador Tris-Glicina (primera columna de la tabla).
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Anexo 3. Curva LogPM Vs. Rf y determinacion del peso molecular de la enzima

purificada.

Proteina PM (KDa)
Miosina 250
Fosforilasa 148
Albumina Sérica Bovina 98
Glutamato Deshidrogenasa 64
Alcohol Deshidrogenasa 50
Anhidrasa carbénica 36
Mioglobina roja 22
Lisozima 16

Curva de calibracion de pesos moleculares.

—> Rf de
2.5 = _1.6773x + 2.532 banda
- problema
R? = 0.9893

LogPM
'—'I.
oA

0 0.2 0.4 0.6 T 0.8 1
Rf 0.58

log,0PM = —1.6773 = Ry + 2.532
log,0PM = —1.6773 + 0.58 + 2.532
log,oPM = —0.9728 + 2.532
log1oPM = 1.5192

PM = 1015%° = 36.2 KDa



Anexo 4. Informacién técnica de la resina de intercambio catiénico MacroPrep High S
Support®.

Achieve High Productivity Using Macro-Prep High S
Cation Exchange Support

Summary ) _
lon exchange chromatography is one of the Properties of Macro-Prep High S Support

most widely used techniques for protein EEEF;TP E"f' cation excherg
purification. Macro-Prep High 5 support is a Tibioal chnaini .49 mel

strong cation exchanger containing sulfonate  binding capacity*

functional groups and is ideal for purifying Nominal particls size 50 pm
basic and neutral proteins and peptides. Nominal pore diameter 1,000A
Macro-Prep High S support is an excellent mmjzd e 9,000 v
choice for rapid purification. This methacrylate Autockwealiiity 20 min at 121°C
copolymer bead provides high-resolution pH stability 1-10
separations at very high flow rates (Figure 1).  Regeneration in 1-2 M NaCVKRC) o
Changes in pH or ionic strength of the 70% eﬁwslmui .
buffer do not cause shrinking or swelling of ~ Dewmined with human IgG.
the support. The superior mechanical and Chemical Compatibility of Macro-Prep High S Support
chemical stability of Macro-Prep High S 1% SDS Yes
support make it a preferred choice over other 8 M guanidine-HCI Yes
sulfonate cation exchangers on the market. 19HG Yo

100% ethanol Yes

Chemical Stability
Macro-Prep High S ion exchange media is stable in

most aqueous solutions commonty used in purification

of biomolecules. Macro-Prep media will withstand O SO,' 0.s O
treatrment in solutions of acid, detergents, chaotropic .

agents, and pH <10 while retaining full functional

performance. Routine cleaning or operation of

Macro-Prep High S media above pH 10 is not

recommended. Macro-Prep ion exchange media O SO; 0.8 Q
should not be sanitized or stored in NaOH. ’
Recommended Procedure

Macro-Prep High S support is easy to use. Rinse the - 3

support with 2-3 bed volumes of distilled water and O SO, 0,8 Q

equilibrate in running buffer. Samples are loaded in low-
salt buffer, such as 20-560 mM acetate or phosphate, at
a pH that is at least 1 pH unit below the isoelectric point

of the protein of interest. Proleins can be eluted with . =
an increasing salt (0-1 M NaCl or KCI) or pH gradient. SO, 0,8
Elution is followed by cleaning and regeneration steps

of choice. For more detailed information, refer to the
instruction manual,

BIO RAD Js

Laboratories, Inc.

Life Science Web site www bio-rad.com USA 800 4BI0RAD Austrafia 67 02 9914 2800 Austria 01 877 89 01 wurnagsasssn Brazil 55 21 3237 9400
Canada 905 712 2771 China 86 21 6426 0808 Crech Republic 420 247 430 532 Denmark 44 52 10 00 Finland 09 804 22 00 France 01 47 95 69 65
Group Germany 089 318 84 0 Greece 30 210 777 4396 Hong Kong 852 2789 3300 HUngary 36 1 455 BR00 India 97 124 4029300 Israel 03 963 6050

New
Novrway 23 38 41 20 Poland 48 22 331 99 99 Povrtugal 351 21 472 7700 Russia 7 495 721 14 04 Singapore 55 6415 3158 South Africa 27 861 246 723
Spain 34 91 520 5200 Sweden 06 555 12700 Switzerland 061 717 95 55 Taiwan 865 2 2578 7185 United Kingdom 020 8328 2000

Bulletin 5643 US/EG Rev A OF-0F75 1007 Sig 1106
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Anexo 5. Informacion técnica del gel de exclusion molecular Sephadex ® G-25.

Froduct Mame:
Sephadex” G-25 - Coarse

Product Number: G25300

CAS NMumber: 9041-35-4

MDL: MFCDO0132770

Product Description Storage/Stability

Sephadex is a beaded gel filtration medium prepared
by cross-linking dextran with epichlorohydrin under
alkaline conditions." General information and
procedures for using gel filtration to separate proteins
or to desalt protein solutions have been described.**

This product can also be used for the separation of
double-stranded DNA fragments. The exclusion limits
for double-stranded DMNA are as follows: G-25,

10 base pairs; G-50, 20 base pairs; and G-100, 25
base pairs. DNA grade Sephadex is available as part
of our molecular biology product line. [Product
numbers S 5772 (G-25 Superfing), S 5887 (G-50
Fine), S 6022 (G-50 Medium) and S 6147 (G-100)].

Precautions and Disclaimer
For Laboratory Use Only. Mot for drug, household or
other uses.

Preparation Instructions

This product should be placed in the usage buffer and
allowed to swell for at least 3 hours at 20 °C or 1 hour
at 90 °C. Once separation of the sample is complete,
the gel should be washed with 2 column volumes of
0.2 M NaCH or a solution of non-ienic detergent,
rinsed with water, and re-equilibrated with 2-3 column
volumes of buffer. For storage, antimicrobial agents
should be added to the suspension to prevent
contamination (0.001% phenyl mercuric salts, 0.005%
thimerosal, 0.05% chlorobutanol, 0.002% chlorhexine,
0.02% sodium azide, or 20% ethanol are acceptable).
When necessary, the gel can be removed from the
column and sterilized by autoclaving.

Sephadex does not melt and may be sterilized in the
wet form at neutral pH by autoclaving for 30 minutes at
120 °C. This will not affect its chromatographic
properties. If dry Sephadex is heated to more than

120 =C, it will start to caramelize.

Sephadex is stable in water, salt solutions, and
organic and denaturing solvents. The pH stability is
limited to low ionic strengths and short times when at
the pH extremes of 2 and 13, particularly in the acid
range. At low pH, partial hydrolysis of the matrix may
occur. However, G-25 has been shown to withstand
0.1 M HCI for 1-2 hours and 0.02 M HCI for 6 months
without any affect on its chromatographic properties.

The Sephadex resins are chemically resistant to 8 M
urea. However, since the solutions would be very
viscous, the flow rate would be much reduced in the
presence of this urea concentration and would lead to
high back pressure. The beads are not able to
withstand increased pressure to get a reasonable flow
rate. Sephacryl resins should be used in this case.
Sephacryl is more rigid and can withstand higher
pressures. The Sephacryl resin is also resistant to 8 M
urea.

TEST Specification
Loss on Drying < 10 %
Particle Size Distribution > 90 %

within 100 and 300 microns
MNote

Sephadex is a registered trademark of GE Healthcare
Specification: PRD.0.ZQ5.10000038673

SIGMA-ALDRICH
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Anexo 6. Protocolo de purificacion:

Purificacion de LDH de pechuga de pollo mediante Cromatografia de Intercambio

REACTIVOS

Cationico con gradiente de pH

M. en C. Luz del Carmen Castellanos Roman

o Amortiguador “A”: TRIS 20 mM, PMSF o Amortiguador trizma 50 mM pH 8.5
1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM, pH o Amortiguador trizma 50 mM pH 9.0
8.6. o Amortiguador trizma 50 mM pH 9.5

O

o Amortiguador trizma 50 mM pH 7.0
o Amortiguador trizma 50 mM pH 8.0

MATERIAL Y EQUIPO

O O O O

Balanza granataria

Tijeras de diseccion

Licuadora

Probetas graduadas de 50 y
100 mL

Sulfato de amonio pulverizado

O O O O

Espatula

Agitadores magnéticos
Parrilla con agitacion

Vasos de precipitado 100 y 50
mL

Gasa
Embudo de filtracion

Ultracentrifuga
Tubos para centrifuga
o Balanza de platillos

@)
@)

O
O

> Extraccién de LDH
1. Cortar en cubos aproximadamente 20 gramos de pechuga de pollo, y licuar en dos y

medio volumenes de amortiguador “A” frio. Realizar la operacién a 4°C mediante
pulsos. Enjuagar el vaso de la licuadora con 10 mL del mismo amortiguador y agregar
al licuado. Registrar el volumen del licuado (F0) y almacenar tres alicuotas de 50 uL
para posteriores analisis.

. Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos, a 4°C. Filtrar el sobrenadante con una gasa.
Esta es la fracciéon F1. Determinar su volumen y se almacenar tres alicuotas de 50
ML.

. Agregar lentamente la cantidad de sulfato de amonio pulverizado necesaria para
alcanzar una concentracion del 55 % de saturacién (0.351 g/mL). Centrifugar a 10,000
rpom por 10 minutos, a 4°C. Colectar el sobrenadante, correspondiente a la fraccion F2,
registrar el volumen final y se almacenar tres alicuotas de 50 uL.

. Ala fraccion F2 agregar lentamente sulfato de amonio pulverizado hasta alcanzar una
concentracion del 75 % de saturacion (0.141 g/mL). Centrifugar a 10,000 rpm por 10
minutos, a4°C. Resuspender el precipitado en 1 mL (maximo 2 mL) de agua destilada,
ésta es la fraccion F3. Registrar el volumen final y se almacenar tres alicuotas de 50

L.



» Desalado
1. En una columna de 2.5 mL de Sephadex G-25°, equilibrada con 3.0 mL de
amortiguador “A”, cargar 250 uL de F3, colectando el volumen vacio o muerto.
2. Eliur con 2.0 mL de amortiguador “A”. Colectan por separado la primera fraccidon
(incolora, ~500 puL), la segunda fraccion (colorida, ~1000 uL) y la tercera fraccion
(incolora, ~500 pL).

» Medir actividad de todas las fracciones.
» Determinar a cada fraccién concentracién de proteinas.

» Cromatografia de intercambio catiénico con gradiente de pH

1. A una columna de MacroPrep High S Support® de 1.5 mL equilibrada con 3 mL de
amortiguador Trizma 50 mM pH 7.0, se cargan 150 uL de la fraccion de desalado con
mayor actividad (porcion colorida). Colectar volumen muerto. Medir pH inicial con
tira reactiva.

2. Lavar la columna con 1.5 mL de amortiguador trizma 50 mM pH 7.0, colectando todo
el volumen en una sola fraccién.

3. Cuando el nivel del amortiguador alcance el borde de la resina, agregar 1.5 mL de
amortiguador trizma 50 mM pH 8.0, colectando todo el volumen en una sola fraccién.

4. Cuando el nivel del amortiguador alcance el borde de la resina, agregar 1.5 mL de
amortiguador trizma 50 mM pH 8.5 y colectar todo el volumen en una sola fraccion.

5. Cuando el nivel del amortiguador alcance el borde de la resina, agregar 1.5 mL de
amortiguador trizma 50 mM pH 9.0 y colectar todo el volumen en una sola fraccion.

6. Cuando el nivel del amortiguador alcance el borde de la resina, agregar 1.5 mL de
amortiguador trizma 50 mM pH 9.5 y colectar todo el volumen en una sola fraccion.

» Determinar pH de cada fraccion con el potenciometro.
> Medir actividad de todas las fracciones.
» Determinar a cada fraccion concentracion de proteinas.
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