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Resumen

El agua es el medio natural de las biomoléculas. Sin embargo, la incorporacion de proteinas en
medios no naturales ofrece interesantes ventajas para el desarrollo de nuevas aplicaciones
biotecnoldgicas. Entre estos medios no convencionales se encuentran los disolventes eutécticos
profundos (DES) o los entornos confinados, donde las biomoléculas quedan retenidas en poros

de tamafio nanométrico.

Comprender la estructura, estabilidad térmica y funcidn de las biomoléculas en estos entornos
es esencial para optimizar sus posibles aplicaciones. En el presente trabajo se ha estudiado el
comportamiento de la enzima lipasa pancredtica en tres tipos de DES y en un hidrogel basado
en acrilato. Para ello se investigd la estabilidad conformacional de la enzima, a partir de su
fluorescencia intrinseca, y se explord su actividad catalitica, mediante ensayos colorimétricos.
Asi mismo, se llevo a cabo la inhibicién de la actividad usando el farmaco comercial Orlistat para
estudiar la generacién de un sistema que permita el cribado de farmacos dirigidos al tratamiento

de la obesidad.

Los resultados muestran que combinaciones de DES y agua son capaces de aumentar hasta 2.5
veces la capacidad catalitica de la enzima ademas de estabilizarla térmicamente. Por otro lado,
lainmovilizacién en el hidrogel facilita la manipulacién y almacenamiento de la enzima y permite

la deteccion de inhibidores.

Palabras clave

Lipasa Pancreatica (PL), Disolventes eutécticos profundos (DES), Hidrogeles basados en acrilato,

Estabilidad conformacional y actividad catalitica de PL, Orlistat



Summary

Water is the natural medium for biomolecules. However, the incorporation of proteins in non-
natural media offers interesting advantages for the development of new biotechnological
applications. Among these unconventional media are deep eutectic solvents (DES) or confined

environments, where biomolecules are retained in nanometer-sized pores.

Understanding the structure, thermal stability, and function of biomolecules in these
environments is essential to optimize their potential applications. In the present work, the
behavior of pancreatic lipase enzyme in three types of DES and in an acrylate-based hydrogel
was studied. For this purpose, the conformational stability of the enzyme was investigated,
based on its intrinsic fluorescence, and its catalytic activity was explored by means of
colorimetric assays. Inhibition of the activity was also carried out using the commercial drug
Orlistat to study the generation of a system that allows the screening of drugs for the treatment

of obesity.

The results show that combinations of DES and water can increase up to 2.5 times the catalytic
capacity of the enzyme in addition to thermally stabilizing it. On the other hand, immobilization
in the hydrogel facilitates the handling and storage of the enzyme and allows the detection of

inhibitors.

Keywords

Pancreatic Lipase (PL), Deep Eutectic Solvents (DES), Acrylate-based Hydrogels, Conformational

stability and catalytic activity of PL, Orlistat



Indice

RESUMEBIN ...ttt bt s bt s bt e s b et e a bt st e bt e sb e e e b et e be e e nn e e b e e nbeenneesnne s 5
e Fo o] 3o - Y PR 5
IS0 0] 0 T SO RTSRN 6
KBYWWOIUS ... b Rttt b bbb e 6
Lo [0t OSSP U PRPTSPRPRON 7
1. INtrodUCCION Y BNEECEABNTES ......c.eiviieiiieie ettt ettt 9
1.1 La lipasa PANCIEALICA .......ecveiieiieriecteeiesie ettt et re s e besre e e e teenaesresre e besneenne e 9
1.2 Aplicaciones de 18S [IPaSAS.........ccuiiiiririereiees e 13
1.2.1 Aplicaciones iNAUSEIAIES. ........cceiviieieciee e 13
1.2.2 BUsqueda de inhibidores para el tratamiento de la obesidad..............ccoceoreiiiennenne 15

1.3 Medios no convencionales para biomoléculas ..o, 17
1.3.1 Disolventes eutécticos profundos (DES).........ccccuerieriiininisineiseiesie e 17
IR T o T [ (T [=] 1= RS PSR 21

2. ODJELIVOS ...t 23
3. Procedimiento eXPeriMeENtal...........ccccviiiiieie ittt st 25
TR (= T LSS 25
3.1.1 REACLIVOS QUIIMICOS ....ecvviiiiiieieiie ettt ettt sttt sre st et sreena b saeenee e 25
3.1.2 Reactivos para la preparacion de DES .........cccccooiiiiiniiisencee s 25
3.1.3 Reactivos para la preparacion de hidrogeles ... 25
N I ] Lo L= P T PSPPI 26

3. 1.5 DISOIVENTES ....cvtitiiieie ettt ettt ettt sttt reens 26
3.1.6 Kit para la cuantificacion de [PPL] ........cccviiiiiiieiiesese s 26

BT |V =1 (0o [0TSR RRPRRN 27
3.2.1 MEt0doS de PreParaCiOn ..........cccuceerierirueirieisteesie st sb e sbe e seens 27
3.2.2 MEtodos de CaraCteriZACION ..........cccviererieieie e ere s 29

4. RESUIAU0S Y DISCUSION ....c.veuiviiiiiiiiieesie ettt ettt s 33
4.1 Estabilidad conformacional de la PPL en diferentes medios ...........ccoovoveeiereneieieniinnnns 33
AL L TAMPON ettt bbbttt b ekttt b et 33
L2 DES ..ottt et ettt e e 36
413 HIAIOGEL ... 38

4.2 Actividad catalitica de la PPL en diferenteS medios ..........ccccvvererieieinieneieneseieeeeaiens 40
A.2. 1 TAMPON .ottt b et b bbbkt e bbb b b n e 40
B.2.2DES ..ottt a ettt ne e 41
A.2.3 HIAIOGEL ... bbb 48

4.3 Estudios de inhibicion de la PPL en diferentesS medios.........cccccoververieeiienenenenereieeanens 50
O T R I 10 0 o ST SO PSSP 50
O T I | SRR 52
A.3.3 HIAIOGEL ...t 53

5. Conclusiones y Perspectivas TULUIAS .........cooeireieriiieereee sttt 55
BIDIIOGIATIA ... vt 57






1. Introduccion y antecedentes

1.1 La lipasa pancreética

Las lipasas (E.C.3.1.) son enzimas pertenecientes al grupo de las hidrolasas, mas precisamente a
la clase de las esterasas. A nivel fisioldgico, juegan un papel importante en la digestidn, absorcion
y metabolismo de los lipidos en el cuerpo humano y otros organismos. Ademas, poseen un gran
potencial a nivel industrial, actuando como biocatalizadores en la sintesis y transformacion de

numMerosos compuestos organicos.

Las lipasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, no solo en
microorganismos y plantas, sino también en diversos tejidos y fluidos corporales. En el cuerpo
humano, estd presente principalmente en el pancreas, el intestino delgado, las glandulas
salivales y el tejido adiposo entre otros. Su funcidn es catalizar la hidrélisis de los enlaces éster
presentes en sustratos tales como triglicéridos, fosfolipidos o ésteres de colesterol,
descomponiéndolos en acidos grasos y glicerol. Su especificidad de sustrato varia dependiendo

de la lipasa en particular.

La reaccion de hidrélisis sigue un mecanismo conocido como reaccién enzimatica de acilo que
implica la formacion de intermediarios tetraédricos (figura 1.1). El centro activo presenta un
residuo de serina que es activado por la transferencia de un protén desde un residuo de
aspartato y de histidina, provocando que el hidroxilo de la serina sea altamente nucleofilico.

Estos tres residuos Asp-His-Ser conforman la triada catalitica de las lipasas.!
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Figura 1.1: Mecanismo de hidrélisis de enlaces éster en las lipasas

Como se ha comentado anteriormente, las lipasas son esenciales para que se lleve a cabo de

forma eficiente la digestion, absorcién y metabolismo de los lipidos dietarios. En este proceso
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complejo intervienen diversas lipasas, siendo una de las principales la lipasa pancreatica (EC
3.1.1.3), cuya funcién permite la absorcidn de grasas y aceites en el intestino delgado para que

el cuerpo pueda utilizar estos nutrientes.?

La lipasa pancreatica (PL) se encuentra en la superficie de los enterocitos, las células que
recubren el intestino delgado. Esta, se adhiere a la superficie de las gotas de lipidos y comienza
a hidrolizar los enlaces éster de los triglicéridos, convirtiéndolos en dacidos grasos vy
monoglicéridos. Estos productos luego se transportan a través de la mucosa intestinal, se
vuelven a esterificar en las células epiteliales intestinales, se empaquetan en quilomicrones y se

transportan mas hacia el torrente sanguineo a través del sistema linfatico.

La PL es soluble en agua y tiene una alta especificidad de sustrato, hidrolizando
fundamentalmente ésteres de acidos grasos de cadena larga. Una de sus caracteristicas
principales es que no presenta casi actividad en medio acuoso si su sustrato natural esta en
estado monomeérico. Sin embargo, cuando este se encuentra a una concentracién por encima
de su solubilidad y empieza a formar emulsiones, la lipasa aumenta su actividad. Esta activacion,
explicada con mds detalle un poco mds adelante, se produce mediante un fendmeno de
adsorcion inicial sobre la fase lipidica/acuosa y la reaccidn se produce en la interfase. Por lo
tanto, la lipasa pancredtica, al igual que otras muchas lipasas, necesita de una interfase

hidréfoba/hidrofilica para llevar a cabo su actividad catalitica.

El entendimiento de la estructura y funcién de PL es posible gracias al conocimiento de su
estructura tridimensional. Se trata de una proteina globular con un peso molecular de
aproximadamente 45 kDa. Su estructura consiste en un nucleo hidrofébico que consta de una
region periférica de laminas B plegadas en barril y hélices a (figura 1.2). Esta conformada por
dos dominios distintos: un dominio N-terminal (residuos 1-336), que alberga el centro activo con
la triada catalitica Ser153-Asp177-His264, y un dominio C-terminal (residuos 337-449) que se
acompleja con una coenzima cofactor denominada colipasa, que mejora la accesibilidad de los
lipidos al sitio activo de la enzima.? Ademas, la proteina posee siete residuos triptéfano que son
responsables de su fluorescencia intrinseca, cinco de los cuales forman parte del dominio N-
terminal, siendo el Trp30, localizado préximo al centro activo, el que mas contribuye a la emisién
total (figura 1.2 izda.). Cambios en esta sefial fluorescente pueden correlacionarse con
modificaciones en el estado conformacional de la PL, los cuales pueden estar muy ligados a su

actividad.?

Sobre el centro activo de la lipasa se encuentra un subdominio mévil o tapadera, el cual es

principalmente hidrofdbico por la parte expuesta al centro activo e hidrofilico en la superficie
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externa. Esta estructura flexible, también conocida como “lid”, puede explicar la muy débil
actividad de esta enzima en agua, ya que inicialmente (conformacién cerrada), protege al centro

activo de su entorno impidiendo el acceso del sustrato.*

Figura 1.2: Estructura de la PL porcina, mostrando los residuos triptéfanos presentes (izda.)
y el centro activo, con la triada catalitica (dcha.)

Sin embargo, la presencia de una interfase lipido/agua, induce un cambio conformacional que
desplaza a la “lid” (conformacidn abierta) y permite el libre acceso del sustrato al centro activo,
y su posterior conversion, fendmeno conocido como activacion interfacial (figura 1.3). En otras
palabras, sélo las lipasas en conformacién abierta muestran actividad catalitica. En medio
acuoso, las lipasas se encuentran en equilibrio entre la conformacidn cerrada y la abierta lo que
les permite tener cierto grado de actividad aun en ausencia de la interfase hidrofébica. Aun asi,

la conformacidn abierta es mds desfavorable energéticamente, prevaleciendo la cerrada.

Centro
catalitico

J'\QLI—pL/Q/

Lipasa cerrada Lipasa activada
e inactivada interfacialmente

Interfase
hidrofobica

Figura 1.3: Activacién de la lipasa por una interfase hidrofébica
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Este comportamiento permite explicar el hecho de que las lipasas sean capaces de mantener o
incluso mejorar su actividad en medios hidrofébicos, como muchos disolventes organicos,
donde la conformacién abierta es la predominante, siempre que la capa de hidratacion de la
enzima no se afecte. Sin ella, la lipasa modificaria su conformacién tridimensional, con la

consiguiente pérdida de actividad catalitica.’

Ademas del disolvente, la cinética de apertura y cierre de la “lid” es también funcidn de otros
pardmetros, como la temperatura o el pH del medio, de forma que un aumento de temperatura
y un pH ligeramente alcalino, alrededor de 7-8, favorecen la conformacién abierta de la enzima.
Esto significa que la actividad de la enzima es mas efectiva para digerir los lipidos cuando el pH
del intestino delgado se encuentra en este rango, mientras que la digestion es mucho menos

eficiente a pH; fuertemente alcalinos.

Existen diferentes metodologias que permiten medir la actividad de la PL. Entre las utilizadas
histéricamente destacan la tincidn con Sudan lll, titulacién de acidos grasos libres o el método
de emulsién de aceite. Sin embargo, en la actualidad, la utilizacién de sustratos artificiales, como
los ésteres de p-nitrofenilo, con la consiguiente cuantificacion espectrofotométrica a 405-410
nm del p-nitrofenolato liberado, se considera una de las mejores soluciones debido a su

especificidad, estabilidad, bajo precio y facilidad de uso (figura 1.4).

Si, ademas, el sustrato es ligeramente soluble en agua y de pequefio tamafio, como es el caso
del acetato de p-nitrofenilo (p-NPAcetato), las etapas del ensayo se facilitan todavia mas, dado
que el sustrato puede ser hidrolizado sin que medie una interfase hidrofébica (no es necesaria
la adicion de detergentes al tampdn de reacciéon). En cualquier caso, la eleccion del ensayo de
actividad dependera fundamentalmente del objetivo pretendido, que puede ser buscar y
caracterizar nuevas lipasas, identificar inhibidores, aumentar la capacidad hidrolitica de la

enzima, sintetizar compuestos, etc.

/R T
R mp———
o) H O =r=o)
H,0 HO/ d
\ B
Lipasa ” .
NN NN L
o) o 0© o Pl |
Ester de p-nitrofenol p-nitrofenolato |~ =
Figura 1.4: Ensayo colorimétrico de actividad de la lipasa, utilizando ésteres de
p-nitrofenilo como sustratos
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1.2 Aplicaciones de las lipasas

Las aplicaciones de las lipasas son multiples debido a su gran especificidad, versatilidad, la
amplia gama de reacciones que pueden catalizar y su buena estabilidad en diferentes medios de
reaccion. A nivel industrial, el potencial biotecnoldgico de las lipasas es enorme y son cada vez
mdas empleadas en la industria quimica, alimentaria, agricola o farmacéutica, para la formulacién
de detergentes, fabricacion de papel, procesamiento de alimentos y sintesis de productos
quimicos finos y farmacéuticos, entre otras muchas aplicaciones . Ademas, en el caso concreto
de la PL, esta enzima posee un potencial anadido ya que podria ser la principal diana terapéutica
para el tratamiento de enfermedades donde se ha visto que estd implicada, como la

hipertriacilgliceridemia y la obesidad.’

1.2.1 Aplicaciones industriales

La hidrélisis enzimdtica con lipasas presenta una serie de ventajas frente a la hidrélisis quimica
convencional. Mientras que la hidrdlisis quimica requiere altas temperaturas y presiones, la
lipdlisis enzimatica ocurre a temperaturas y presiones ambientales mds bajas. Esto conduce a
ahorros de energia y materiales, asi como a un proceso mas seguro desde el punto de vista
medioambiental. Ademas, la hidrdlisis enzimatica evita reacciones secundarias y la formacién
de productos no deseados, lo que reduce el costo de eliminacién de subproductos. También
permite la produccién de acidos grasos labiles al calor que se descomponen en procesos

convencionales.

En la industria, las lipasas se usaban fundamentalmente para fabricar acidos grasos y jabdn. La
hidrélisis enzimatica con lipasas fue utilizada ya en 1991 por empresas como Miyoshi Fat and Qil
en Tokio, Japdn. Se han patentado procesos que utilizan una mezcla de dos lipasas diferentes
para hidrolizar los triglicéridos. Estas reacciones pueden realizarse con lipasas solubles en
reactores tipo tanque agitado o con lipasas inmovilizadas en columnas. También se han
patentado procesos que utilizan lipasas obtenidas del ricino para la hidrdlisis de sebo animal y

aceite de ricino, obteniendo 4cidos grasos libres y productos de alto valor afiadido.?

En la industria alimentaria, las lipasas son necesarias para afadir sabor y aroma a productos
como el queso, la mantequilla, el chocolate y la confiteria.’ También se utilizan en la produccién
de carne magra. Ademas, las lipasas se utilizan en el tratamiento de aguas residuales para
eliminar la grasa de la superficie de los digestores aerdbicos, para limpiar tanques y tuberias y

para tratar las aguas residuales de la produccién de aceite de oliva.”
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Las lipasas también se utilizan en medicina y farmacia, por ejemplo, para determinar triglicéridos
y colesterol en muestras de sangre,*! pero también en la industria cosmética para dar volumen

al cabello y en productos para perder peso.*?

Estas enzimas ampliaron enormemente su campo de aplicaciéon, abriendo numerosas
perspectivas para su uso, cuando se demostré que, en disolventes orgdnicos, en ausencia
practicamente de agua, y en condiciones controladas, eran capaces de catalizar reacciones de
esterificacién (proceso inverso a la hidrdlisis) y transesterificacion, logrando asi
transformaciones que se asemejan a las termodindmicas. Una de las aplicaciones mas
destacadas es la produccién de ésteres por esterificacion de alcoholes y acidos grasos. Se han
realizado estudios con lipasas de diferentes origenes para la esterificacion de acido laurico con
diversos alcoholes en disolventes organicos. Estos ésteres se utilizan en las industrias de

alimentos, perfumes y cosméticos.’?

Las lipasas también se pueden utilizar en la sintesis de polimeros como poliésteres y
policarbonatos, ofreciendo beneficios como un mejor control sobre la estructura del polimeroy
la capacidad de realizar polimerizaciones que son dificiles de lograr con métodos tradicionales.
Igualmente, la esterificacidn catalizada por lipasa también permite la produccién de ésteres a
partir de acidos grasos y azucares, que actian como emulsionantes alimentarios. Estos
productos estdn patentados y tienen excelentes propiedades nutricionales. Siguiendo con el
campo alimentario, las reacciones de transesterificacion de las lipasas son ampliamente
utilizadas en la modificacion de grasas y aceites, permitiendo obtener productos de alto valor
afiadido. Un ejemplo son los lipidos estructurados, que son grasas modificadas con propiedades

fisicas, nutritivas y funcionales especificas para uso alimentario.'*

Ademads de las aplicaciones alimentarias, las lipasas encuentran utilidad en la industria
farmacéutica debido a su estereoespecificidad, donde se emplean para la resolucién de mezclas
racémicas y la sintesis de principios activos, vitaminas, herbicidas y plaguicidas. También se
destacan en la produccidn de biodiesel a partir de aceites vegetales, convirtiéndolos en ésteres

metilicos u otros alcoholes de cadena corta.”®

En resumen, las lipasas, gracias a su cardcter polivalente, tienen un gran potencial en el campo
de la sintesis, y cada vez se abren nuevas perspectivas de uso. Para todas estas aplicaciones, es
requisito indispensable que las enzimas estén inmovilizadas. Esta inmovilizacién permite
incrementar la estabilidad, la reutilizacidn, la operacion continua y la posibilidad de mejorar el
control de las reacciones, con objeto de que el proceso sea rentable econdmicamente. Existe

una amplia gama de materiales que se pueden utilizar con este fin y tanto la seleccién adecuada
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de este material como la técnica a aplicar en el proceso de inmovilizacion se consideran un reto

crucial en este campo.’®

Por otro lado, muchas de las aplicaciones de sintesis catalizadas por lipasas utilizan disolventes
organicos volatiles. El empleo masivo de estos disolventes ha generado un continuo deterioro
ambiental. En este sentido, la busqueda y empleo de disolventes no acuosos sostenibles o
“verdes”, preferencialmente procedentes de fuentes renovables, y que puedan ser totalmente
recuperados y reutilizados es una interesante alternativa de uso que estd siendo muy
investigada en los Ultimos afios.’” Sin embargo, aunque la lipasa pancreética, en concreto la
porcina (PPL), es una de las mas utilizadas en las reacciones de biotransformacién, al ser mas
barata y mas accesible comercialmente que otras lipasas de origen microbiano y animal, apenas

se ha investigado su comportamiento en medios no convencionales.'®

1.2.2 Busqueda de inhibidores para el tratamiento de la obesidad.

Muchos de los nuevos farmacos desarrollados en las ultimas décadas han sido disefiados para
que actuen directamente sobre dianas macromoleculares especificas, cuya bioactividad es
patdgena o, al menos, estd asociada con la patologia que se pretende tratar. Entre las
macromoléculas especificas que pueden actuar como dianas terapéuticas, las enzimas ocupan
una posicion prominente, dado que su papel catalitico es esencial en muchos procesos
fisioldgicos. Los farmacos pueden actuar sobre la enzima activandola o inhibiéndola, siendo esto
ultimo lo mas habitual. La utilizacion de inhibidores adecuados puede producir acumulacion del
sustrato de la enzima o una reduccidn de los productos generados. Ambos efectos resultan

interesantes desde un punto de vista terapéutico o diagnéstico.®

En la actualidad una de las enfermedades crdnicas con mayor incidencia en el mundo es la
obesidad, que estd asociada con una variedad de problemas de salud graves como
enfermedades cardiacas, diabetes tipo 2, presion arterial alta, enfermedades hepdticas y
algunos tipos de céncer.?® Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2020 habia mas
de 650 millones de adultos obesos en todo el mundo, lo que representa aproximadamente el 13
% de la poblacién adulta mundial y el 39% de las personas adultas de 18 o mas afios tenian
sobrepeso. Ademas, la obesidad infantil también ha aumentado significativamente en los

ultimos afios, lo que plantea preocupaciones para la salud a largo plazo de la poblacion mundial.

La obesidad también puede tener un impacto significativo en los sistemas de atencidn médica,
- . ”n
ya que puede aumentar el costo y la carga de enfermedades crénicas relacionadas con ella.

Esto puede ser particularmente problematico en paises con sistemas de atencidon médica y
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recursos limitados, lo que significa que la obesidad puede tener un impacto desproporcionado

en las comunidades mas vulnerables.

El primer paso en el tratamiento de la obesidad es una dieta saludable y equilibrada combinada
con el ejercicio fisico. Cuando éstos han fallado puede utilizarse el tratamiento farmacoldgico
como apoyo de los anteriores. Una de las aproximaciones terapéuticas mas interesantes para la
obesidad es inhibir la actividad de la enzima PL cuya funcidon se ha descrito en la primera parte
de la Introduccién. Actualmente, se dispone de diversos farmacos para tratar la obesidad, pero
soélo existe uno en el mercado que pertenece a la categoria de inhibidores de la PL y esta
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA): el Orlistat. Este farmaco ejerce su
actividad terapéutica en el lumen del estémago y del intestino delgado mediante la formacion
de un enlace covalente con la serina del centro activo de la PL. Como consecuencia, la enzima
no puede hidrolizar los triglicéridos de la dieta a acidos grasos libres absorbibles y
monoglicéridos, por lo que se excretan sin digerirse. Al disminuir la ingesta de grasas, se reduce
la cantidad de calorias que consume una personay, en ultima instancia, se promueve la pérdida
de peso.?? Sin embargo, a pesar de la efectividad del farmaco, se sabe que el Orlistat, ademas
de tener un precio elevado, inhibe otras enzimas, lo que provoca efectos secundarios
gastrointestinales indeseables que limitan su uso clinico actual. Por lo tanto, es necesario
encontrar nuevos inhibidores que presenten menores efectos colaterales y que, ademas, sean

rentables y seguros.

La identificacion de nuevos inhibidores de la PL se puede realizar utilizando métodos de cribado
virtual de compuestos tanto de origen natural como sintéticos. Sin embargo, los ensayos que
permiten monitorizar la actividad de esta enzima y evaluar la capacidad inhibitoria de los
compuestos seleccionados suelen ser laboriosos y representan un alto coste econdmico y de
tiempo de realizacidn, dado que incluyen varias etapas y no son reutilizables. Ademads, la baja
solubilidad en agua de los sustratos enzimdticos y de los potenciales inhibidores dificulta los

ensayos.

Una de las alternativas a estos ensayos convencionales que pueden mejorar sus limitaciones es
la utilizacion de biosensores enzimaticos. Estos dispositivos, versatiles y de bajo coste, son
capaces de monitorizar la actividad de una enzima de forma sencilla'y, con un disefio adecuado,
permitir el cribado de un gran nimero de muestras al mismo tiempo.2® Para ello, la enzima debe
estar inmovilizada en un soporte y acoplarse a un transductor, generalmente oéptico o
electroquimico. Este requisito es uno de los mas complicados a la hora de desarrollar

biosensores, ya que el proceso de inmovilizacién puede modificar el estado conformacional de
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la enzima, afectando su actividad. Ademas, la matriz inmovilizadora puede dificultar la llegada
del sustrato o los potenciales inhibidores al centro activo, impidiendo que la enzima ejerza su
funcidn. Es por ello que antes de desarrollar un biosensor de estas caracteristicas es necesario
estudiar primero el comportamiento de la enzima en medios no convencionales diferentes del

acuoso, que la mantengan confinada y alteren lo menos posible su conformacién y actividad.

1.3 Medios no convencionales para biomoléculas
El medio acuoso es el ambiente natural de las biomoléculas. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha demostrado que la incorporacién de células o proteinas en medios no naturales ofrece

interesantes ventajas para el desarrollo de nuevas aplicaciones biotecnoldgicas.

Entre estos medios no convencionales podemos destacar los fluidos supercriticos, los liquidos
idnicos, los disolventes eutécticos profundos (DES) y los ambientes confinados. El conocer la
estructura y funcion de las biomoléculas en estos ambientes, asi como sus propiedades
dindmicas y su estabilidad cinética y térmica son fundamentales a la hora de optimizar sus

posibles aplicaciones.

En este trabajo de fin de master, nos hemos centrado fundamentalmente en los dos ultimos
ambientes: DES y medios confinados y hemos estudiado el comportamiento de la PL en ellos, en
concreto, en mezclas eutécticas con diferentes concentraciones de agua y en hidrogeles

biocompatibles con alta capacidad de hinchamiento.

1.3.1 Disolventes eutécticos profundos (DES)
Un disolvente eutéctico es una mezcla liquida de dos o mas componentes que, cuando se
mezclan en proporciones especificas, adquiere propiedades Unicas y un punto de fusion mas

bajo que cada uno de los componentes individualmente.

Esto es debido a que uno de los componentes es un donador (HBD) y el otro un aceptor (HBA)
de protones, por lo que entre ellos pueden establecer puentes de hidrégeno. Los puentes de
hidrégeno son mas fuertes que las fuerzas dipolo-dipolo y las fuerzas de dispersion, lo que
permite la formacidn de disolventes eutécticos con puntos de fusién mas bajos.** Las mezclas
tienen estructuras de coordinacion molecular especificas que reducen la cohesion de los
componentes individuales. Como resultado, la energia de enlace es mas baja y decrece la

temperatura de fusion (figura 1.5).%
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Figura 1.5: Representacidon esquematica del punto eutéctico en un diagrama de fase
de dos componentes

Los DES se estudian y utilizan en una variedad de aplicaciones, como sintesis organica, extraccion
de metales, produccion de biocombustibles y fabricaciéon farmacéutica. Una de las principales
ventajas es su capacidad para disolver una amplia variedad de compuestos, tanto polares como
no polares. Ademds, tienen una alta estabilidad térmica y quimica, no son volatiles y son
respetuosos con el medio ambiente.?® Entre sus inconvenientes destaca la alta viscosidad de la

mayoria de ellos, que dificulta el tiempo de disolucién de los compuestos, asi como su movilidad.

Se pueden crear disolventes eutécticos con distintas caracteristicas dependiendo el compuesto
donador y el compuesto aceptor de hidrégenos que elijamos. Entre los aceptores y donadores

de hidrégenos mas empleados o estudiados, encontramos los mostrados en la figura 1.6 a.%’
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Figura 1.6: a) Lista de compuestos HBA y HBD mas utilizados en la formacién de DES,
b) llustracién esquematica de la red del DES Reline©
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Uno de los DES mas estudiados y utilizados como solvente en procesos quimicos vy
biotecnoldgicos es el formado a partir de cloruro de colina y urea (Col-Urea), comercialmente
conocido como Reline® °(figura 1.6 b). El cloruro de colina es un compuesto de amonio
cuaternario utilizado en la sintesis de lipidos y la regulacidon de la funcién celular, que a
temperatura ambiente se encuentra en estado sélido. La urea, a su vez, es un compuesto
organico utilizado en la sintesis de proteinas y la regulacidn de la presidn osmética celular, que
también es un sélido a temperatura ambiente. La combinacién de estos dos compuestos en una
proporcién adecuada da como resultado un liquido viscoso, que permite la disolucion y
estabilizacién de numerosos productos. La formaciéon de este DES ha sido estudiada en
profundidad, encontrando que tanto el cloruro de colina como la urea sufren cambios estéricos.
La estructura planar (sp2) de la urea (en el cristal) se convierte en tetragonal (sp3), y el anién
cloruro de colina se desplaza ligeramente, lo que disminuye el impedimento estérico del
movimiento torsional de los grupos metilo. Estos dos efectos combinados conducen a la
formacién de la red de enlaces de hidrégeno en la estructura del DES Reline®©. Por lo tanto, cabe

suponer que un comportamiento similar esta presente en otros DES organicos.?

Los DES formados a partir de cloruro de colina y glicerol (Col-Gly) y a partir de cloruro de
tetrametilamonio y glicerol (TMAC-Gly) también se han estudiado ampliamente, sobre todo el
primero de ellos, para diversas aplicaciones biotecnoldgicas.’® El glicerol es un compuesto
organico utilizado como fuente de carbono y energia en la sintesis de lipidos y la regulacion del
metabolismo celular. La combinacién de cloruro de colina y glicerol en la solucion eutéctica
Col-Gly permite también la disolucion y estabilizacién de muchos tipos de moléculas y
biomoléculas. Ademas, este liquido eutéctico exhibe propiedades fisicas y quimicas Unicas, tales
como: una alta capacidad de disolucién, baja viscosidad y alta estabilidad térmica, que lo
convierten en un medio ideal para una variedad de procesos biotecnolégicos. En cuanto al
TMAC-Gly, el TMAC es un compuesto de amonio cuaternario que se utiliza como fuente de
nitrogeno en la regulacidn de la sintesis de proteinas y la funcidn celular. La combinacion de este
compuesto con glicerol en el eutéctico TMAC-Gly permite igualmente la disolucion y

estabilizacidn de diferentes tipos de moléculas y tiene una viscosidad menor que la del Col-Urea.

Los DES, principalmente el Col-ureay el Col-Gly, se han establecido como candidatos potenciales
para la incorporacidn de enzimas, lo que ha dado lugar a una cantidad sustancial de trabajo en
el drea.”?> Ademas de su caracter sostenible antes mencionado, los DES ofrecen un entorno
suave, con enlaces de hidrégeno, en el que las proteinas pueden permanecer estables y
funcionales. Curiosamente, las diferentes combinaciones de precursores utilizadas para

preparar DES también abren la posibilidad de ajustar las caracteristicas del disolvente, con el
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objetivo de disefiar racionalmente el medio para aplicaciones particulares. Asi, el
microambiente proteico puede modificarse y optimizarse mediante cambios en la composicion
del disolvente. Estos cambios pueden dar lugar a un equilibrio de las interacciones
intermoleculares entre el disolvente y los aminoacidos de la proteina (electrostatica, enlace de
hidrégeno, Van der Waals) diferentes de los que ocurren en agua, lo que resulta en una variedad

de estructuras, conformacién y dindmica de la proteina, que pueden mejorar su funcién.®

Otro aspecto interesante de los DES es su compatibilidad con medios acuosos, ya que la adicion
de agua a los DES permite ajustar las propiedades fisicoquimicas del disolvente. A pesar de que
se podria pensar que una mezcla de DES y agua simplemente forma una disolucién acuosa de
los diferentes componentes, llegando a romper el eutéctico, las interacciones entre el agua y el
DES son inherentemente mucho mas complejas. Asi, se ha demostrado que la adicién de agua
no solo ofrece la posibilidad de ajustar las propiedades macroscépicas del sistema (por ejemplo,
disminuyendo la viscosidad), sino también las interacciones moleculares que se producen entre
el disolvente y las biomoléculas. Por lo tanto, el uso de DES hidratados aumenta las posibilidades
en términos de solvatacién de proteinas, interacciones proteina-disolvente vy, por lo tanto, el

comportamiento de las proteinas.3!

Estos sistemas de proteinas en DES tienen muchas aplicaciones, como son la estabilizacion
térmica, la conservacion, la crioproteccién, la solubilizacién de biomacromoléculas, la
administracion de farmacos, o la catélisis enzimatica. Por lo tanto, el entendimiento del
comportamiento de las proteinas en DES es uno de retos de muchos investigadores y tiene el

potencial de impulsar el desarrollo de nuevas tecnologias.

En cuanto a las lipasas, se ha demostrado que su inclusién en un DES puede mejorar
significativamente su actividad y estabilidad, y por tanto sus aplicaciones. Por ejemplo, se
demostré utilizando la lipasa de Candida antdrctica, que la presencia de DES en agua
aumentaba la actividad y el rendimiento de obtencidn de productos con respecto a la obtenida

Unicamente en agua o en DES puro.?

La PL es conocida por su baja termoestabilidad y actividad limitada en medios acuosos, por lo
que su incorporacidn en DES puede ser muy beneficiosa, ampliando sus potenciales aplicaciones
sin necesidad de usar disolventes organicos. La disolucién de PL en la solucidn eutéctica también
puede mejorar la capacidad de la enzima para catalizar la hidrélisis de lipidos de cadena larga,
al mejorar la solubilidad de estos sustratos. Sin embargo, a pesar de estas ventajas, existen muy
pocos trabajos en los que se haya incorporado PL en DES y solo hemos encontrado un estudio

reciente que demuestra el uso de una solucidn eutéctica de quitosano y citrato, como medio de
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extraccién de la enzima. La PL extraida con eutéctico mostré una actividad enzimatica
significativamente mayor y fue estable durante mds tiempo que la lipasa extraida con medio

acuoso.®

1.3.2 Hidrogeles

Otro ejemplo de materiales no convencionales son los hidrogeles, materiales poliméricos
porosos tridimensionales compuestos por un alto contenido en agua y una red polimérica
reticulada. El grado de reticulacion y los grupos funcionales de las cadenas poliméricas influyen
en propiedades como la rigidez, el indice de hinchamiento, el grado de transparencia y la
procesabilidad del material. Estas estructuras suelen sintetizarse a partir de polimeros naturales
hidréfilos, polimeros sintéticos o sus precursores monoméricos, mediante métodos de
reticulacién quimicos (enlaces covalentes) o fisicos. Los hidrogeles reticulados quimicamente
poseen una integridad fisica, una resistencia quimica y una estabilidad mecdnica mucho
mayores que los hidrogeles fisicos, y pueden permitir ciclos reversibles de hinchamiento-
deshinchamiento en agua, recuperando su forma y masa originales sin comprometer sus

propiedades mecanicas.

Las interesantes propiedades de estos materiales los hacen aptos para una gran variedad de
aplicaciones. Por ejemplo, la capacidad de hincharse y contraerse en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales, como la temperatura, el pH y la salinidad, hace posible incorporar
farmacos en hidrogeles y controlar su liberacion. Existen otras aplicaciones en campos tan
diversos como la regeneracidn de tejidos, los cultivos celulares tridimensionales, la ingenieria

ambiental, o la fabricacion de lentes de contacto.3*3°

El uso de hidrogeles para la inmovilizacidon de enzimas ha atraido gran atencion en los ultimos
afios, dado que son capaces de alojar un gran nimero de enzimas proporcionando un
microambiente favorable para diversas reacciones bioquimicas, y permitiendo la difusion de
sustratos, inhibidores y productos de reaccién a través de ellos. Los hidrogeles actian como
barreras fisicas que protegen a estas entidades biolégicas de condiciones adversas como
cambios bruscos de temperatura y fluctuaciones en el pH ambiental. También, facilitan su
manipulaciéon y en muchos casos permiten su reutilizacion, por lo que son de gran utilidad en

biocatélisis y en el desarrollo de biosensores.®

La inmovilizacién de las enzimas en hidrogeles entrecruzados quimicamente presenta ventajas
adicionales, ya que estos materiales, ademas de poder hincharse en presencia de agua, pueden
ser secados sin que la capa de hidratacidon que rodea la enzima se vea afectada. Esto permite

una mejor conservacién de la enzima, de forma que esta mantendrd su actividad cuando los

21



hidrogeles sean rehidratados. Los hidrogeles pueden ser secados en estufa y el xerogel
resultante puede ser en muchos casos almacenado a temperatura ambiente y cortado en

pequefias porciones que pueden ser rehidratadas para realizar determinaciones in situ.

Entre los hidrogeles reticulados quimicamente destacan los basados en acrilatos y acrilamidas
por su facilidad de preparaciéon, biocompatibilidad, alto grado de hinchamiento vy
transparencia.?” Este tipo de hidrogeles es utilizado en el presente trabajo, como medio para
inmovilizar la PL. En concreto se utiliza el hidrogel AETA-MBA formado por la reaccion de dos
mondmeros, cloruro de [2-(acriloiloxi)etil]trimetilamonio (AETA) y N, N'-metilenbis(acrilamida)
(MBA). AETA es un mondmero catidnico hidréfilo con un grupo funcional cuaternario de cloruro
de trimetilamonio que imparte una carga positiva y atrae los iones negativos presentes en el
agua. MBA, a su vez, es un mondmero bifuncional hidrofébico que actia como agente
entrecruzante que sirve para conectar las cadenas AETA en una red polimérica tridimensional.
La combinacién de estos dos mondmeros en presencia de un fotoiniciador (LiTPO), en solucién
acuosa, provoca una reaccidn de polimerizacién en cadena para formar el hidrogel AETA-MBA

(figura 1.7).38

Recientemente el grupo de investigacidn en el que se ha realizado este trabajo ha desarrollado
un biosensor éptico y otro electroquimico, ambos desechables, inmovilizando la enzima
fosfatasa alcalina (ALP) en un hidrogel de este tipo para la deteccién de fosfato en agua, un
inhibidor competitivo de la ALP, de una manera rapida, sencilla y barata.?¥*° Dados los
interesantes resultados obtenidos, los hidrogeles basados en AETA parecen una buena opcidn
para inmovilizar la lipasa pancredtica, ya que podrian mejorar su estabilidad y reutilizacion en
procesos industriales, ademds de servir como plataforma de detecciéon en la busqueda de

potenciales farmacos antidiabéticos.
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Figura 1.7: Esquema de formacion del hidrogel AETA-MBA a partir de sus precursores
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2. Objetivos

El objetivo fundamental de este trabajo de fin de master se centra en la caracterizacién de la
lipasa pancreatica en diversos medios no convencionales ya que estos entornos pueden generar
la posibilidad de implementar mejoras en diversos sectores dentro del ambito sanitario y del

ambito industrial, tal y como se ha presentado en la Introduccion.

Para conseguir este fin, se llevaran a cabo una serie de objetivos especificos que permitan

cumplir con el objetivo general, siendo los objetivos especificos

e Caracterizacion de la estabilidad conformacional de PL en tampdn, DES e hidrogel

mediante fluorimetria y dicroismo circular.

Se comparara la desnaturalizacidon térmica de PL en tampdn y en distintos disolventes
eutécticos, gracias al estudio de la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de PLy a
la polarizacidon de la luz dependiente de las estructuras secundarias de la proteina.
Ademas, se llevara a cabo la inmovilizacién de PL en hidrogel, se estudiard la capacidad
de hinchamiento de este medio y se comparara la estabilizacién térmica en esta red

porosa tridimensional con el tampdn.

e Determinacion de la actividad catalitica de PL en tampdn, DES e hidrogel.

Se determinara la capacidad hidrolitica de PL mediante estudios colorimétricos de
formacién de p-NP en tampdn y en medios no convencionales. Se llevaran a cabo
estudios que permitan determinar variaciones en dicha actividad tras la exposicion a
condiciones térmicas desnaturalizantes, asi como periodos medios y largos de tiempo

que permitan correlacionar estabilidad conformacional con actividad.

e Estudios de inhibicién de PL en tampdn, DES e hidrogel.

Se investigara la influencia del Orlistat sobre la actividad catalitica de PL en diferentes
ambientes que permita dilucidar el entorno dptimo para la enzima con el propdsito de
la generacion futura de un biosensor basado en PL para el cribado de fdrmacos contra

la obesidad
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3. Procedimiento experimental

3.1 Materiales

3.1.1 Reactivos quimicos
La lipasa pancreatica utilizada en este estudio ha sido de origen porcino (PPL) y fue obtenida de

la casa comercial Sigma-Aldrich (L3126-25G).

3.1.1.1 Sustratos
El paranitrofenil acetato (p-NPAcetato) empleado en los estudios de actividad de PPL mediante
la formacidn de paranitrofenol (p-NP), fue obtenido de la casa comercial Sigma-Aldrich (N8130-

5G).

El paranitrofenil palmitato (p-NPPalmitato) empleado en los estudios de actividad de PPL

mediante la formacién de p-NP, fue obtenido de la casa comercial Sigma-Aldrich (N2752-1G).

El Orlistat, empleado como inhibidor de PPL, fue obtenido de la casa comercial Sigma-Aldrich

(04139-25MG).

3.1.2 Reactivos para la preparacion de DES
El cloruro de colina (Col), empleado como agente aceptor de puentes de hidrégeno, presente

en los DES Col-Urea y Col-Gly se obtuvo de la casa comercial Sigma-Aldrich (C1879-500g).

El glicerol (Gly), empleado como agente donador de puentes de hidrégeno, presente en los DES

Col-Gly y TMAC-Gly se obtuvo de la casa comercial Sigma-Aldrich (1.04095.0250).

El cloruro de tetrametilamonio (TMAC) empleado como agente aceptor de puentes de
hidrégeno, presente en el DES TMAC-Gly se obtuvo de la casa comercial Sigma-Aldrich

(8.22156.0250).

La urea, empleada como agente donador de puentes de hidrégeno, presente en el DES Col-Urea

se obtuvo de la casa comercial Sigma-Aldrich (U5378-500G).

3.1.3 Reactivos para la preparacion de hidrogeles
La solucion de cloruro de [2-(acriloiloxi)etil]trimetilamonio (AETA), usada como mondmero en

la formacidn de hidrogeles, se adquirié de la casa comercial Sigma-Aldrich (496146-200ML).

El N,N’-metilenbis(acrilamida) (MBA), usado como entrecruzante en la formacién de hidrogeles,

se adquirio de la casa comercial Sigma-Aldrich (146072-100G).

El fenil-2,4,6-trimetilbenzoilfosfinato de litio (LiTPO) usado como fotoiniciador en la formacion

de hidrogeles se adquirio de la casa comercial Sigma-Aldrich (900889-1G).
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3.1.4 Tampones

Se emplearon dos tipos de tampones: tampdn Tris HCl 100 mM a pH 8,2 y tampdn 50 mM a pH
7,5 calibrados con un pHmetro (pH-Meter basic 20" - Crison). Para ello se pesaron 1,576 gy 0,788
g de Tris HCI comprados a la casa comercial Sigma-Aldrich (10812846001). Cada uno se diluyd
en 80 ml de agua Milli-Q, usando un equipo Milli-Q (Millipore), mientras se agitaba en un
agitador magnético (M-500 — Darlab) durante 5 minutos y se ajusté el pH usando pellets de
hidréxido de sodio de Sigma-Aldrich (795429-500G) afiadiendo finalmente agua Milli-Q hasta

completar 100 ml en matraz aforado.

El tampdn Tris HClI 50 mM a pH 7,5 llevaba a su vez dodecilsulfato sddico (SDS), usado como
tensioactivo anidnico, comprado en la casa comercial Sigma-Aldrich (L3771-25G) y Triton X-100,
empleado como surfactante no idénico, adquirido en la casa comercial Sigma-Aldrich (T878-
100ML). Para preparar el SDS se pesaron 0,018 g y para preparar el Triton X-100, 0,2 g. Este
segundo tampdn Unicamente se utilizd para los experimentos de inhibiciéon para permitir la

disolucién del p-NPPalmitato y el Orlistat.

3.1.5 Disolventes
El metanol, empleado como disolvente del Orlistat, se obtuvo de la casa comercial Sigma-Aldrich

(1.06002.0500).

El cloroformo, empleado para eliminar impurezas de la AETA, se obtuvo de la casa comercial

Sigma-Aldrich (1.02447.0500).

3.1.6 Kit para la cuantificacion de [PPL]

Se adquirié a Thermo Scientific el Kit de ensayo de proteina BCA Pierce™ que contiene BCA
reactivo A, BCA reactivo By 10 ampollas de 1 ml de estandar de albumina de suero de bovino
(BSA) 2 mg/ml. Se siguid el propio protocolo indicado en el kit para la cuantificacion real de PPL

y que se detalla en el apartado de Métodos de caracterizacién.
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3.2 Métodos

3.2.1 Métodos de preparacion

3.2.1.1 Preparacion del stock de PPL

Se prepararon en tubos eppendorf disoluciones concentradas de PPL 1075 uM a partir de 103,2
mg en 2 ml de tampdn Tris-HCI 100 mM pH 8,2 0 50 mM pH 7,5, dependiendo si se iba a utilizar
el sustrato p-NPAcetato o p-NPPalmitato. Se agitaron los eppendorf en un vortex (Reax top —
Heidolph) durante 30 segundos para resuspender la enzima completamente y después se
centrifugaron durante 10 minutos a 6000 rpm (Cencom | —J.P Selecta). En cada caso, se recuperd

el sobrenadante y se almacené en nevera para su uso posterior.

3.2.1.2 Preparacion de DES

Se prepararon tres DES distintos: Col-Urea (1:2), Col-Gly (1:2) y TMAC-Gly (1:2). Para ello se
pesaron 11,6 g de cloruro de colinay 10 g de urea en el caso de Col-Urea, 11,31 g de cloruro de
colinay 15 g de glicerol en el caso de Col-Gly y por ultimo 5 g de cloruro de tetrametilamonio y
8,4 g de glicerol en el caso de TMAC-Gly. En cada caso, los precursores se agitaron
magnéticamente en un vial en un bafo a 60°C durante un maximo de 30 minutos hasta que se
formo el disolvente eutéctico. Una vez formados, se retiraron los imanes y se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su posterior uso. La PPL no se pudo disolver en 100% DES debido

a su alta viscosidad, por lo que se prepararon mezclas DES:Tampdn en distintas proporciones.

3.2.1.3 Preparacion de hidrogeles

Los hidrogeles se sintetizaron siguiendo el protocolo descrito en Alacid y col. (2023), mediante
la fotopolimerizacion del mondémero catidénico AETA, utilizando MBA como agente
entrecruzante y LiTPO como fotoiniciador (figura 1.7 y figura 3.2). *° Primero se elimind la
hidroquinona fluorescente que forma parte de las impurezas de AETA, mezclando en campana
1,5 ml de AETA con 1,5 ml de cloroformo. Tras esperar 1 minuto a que se separaran las dos fases,
se retiraron 1,132 ml de AETA y se afiadié 1 ml de agua Milli-Q. Tras agitacién durante unos
minutos, se cubrid el vial con papel de aluminio y se afadieron 2 mg de MBA. Se agitd y se
afiadieron entonces 4 mg de LiTPO. Tras dejar agitando 1 minuto, se recogié 1 ml de la mezcla
con una jeringa desechable, la cual se dejé con una pequefia cavidad de aire en el extremo.
Finalmente, se colocd bajo una lampara de rayos UV (A = 365 nm) durante 1 minuto. Una vez
polimerizado, se retiré de la jeringuilla el hidrogel cortando la punta de ésta con una cuchilla.
Antes de poder usarlo, se realizaron 5 ciclos de lavado y secado consistentes en 3 enjuagues con

10 ml de agua Milli-Q, la adicién de 5 ml de agua Milli-Q para que los absorba completamente
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el hidrogel durante 2-3 horas (figura 3.1 dcha.) y un secado posterior en estufa a 45°C durante

48 horas hasta formar un xerogel (figura 3.1 izda.).

Figura 3.1: Imagen de un hidrogel seco (xerogel) (izda.) e hinchado (dcha.)

3.2.1.4 Inmovilizacion de PPL en hidrogeles
La inmovilizacién de la enzima PPL dentro del hidrogel se realizd siguiendo la estrategia conocida

como inmovilizacidn ex-situ.

En la inmovilizacidon ex-situ, una disolucidn tamponada de PPL se pone en contacto con una
fraccion pesada de xerogel, preparado como se describe en el apartado anterior, hasta que toda

ella es absorbida por la matriz, quedando la proteina incorporada en su interior (figura 3.2).

0 CH : ﬁ;‘iﬂm Ciclos de lavado
HZCQ)LONr}:—?: s LITPC: ) e o
|~ CH Luz UV (1), l
Monémef; (AETA)3 h=365nm
+ PPL
Red de hidrogel IJ\‘H/;‘

H H
Y N ek,
0 0

Agente entrecruzante
(MBA)

Red de xerogel

PPL -

Figura 3.2: Estrategia empleada para la inmovilizacién de PPL en hidrogeles
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3.2.2 Métodos de caracterizacion

3.2.2.1 Concentracion real de proteina

Para determinar la concentraciéon real de PPL en las disoluciones preparadas se uso el Kit de
ensayo de proteinas BCA Pierce™. Este método combina la reduccién del Cu?* a Cu* en medio
alcalino (reacciéon de Biuret) con la deteccién selectiva del cation Cu* utilizando el acido
bicinconinico. El complejo hidrosoluble formado de color purpura absorbe a 562 nm de manera
lineal con el incremento de proteina en un rango de 20-2000 pg/ml. Primero se prepararon una
serie de diluciones de concentracidn conocida de la proteina BSA junto con la disolucidon de la
muestra de PPL de concentracidn desconocida. Las absorbancias se midieron a 562 nm en un
espectrofotometro UV-2700 (Shimadzu). Una vez obtenida la recta patrén de BSA (figura 3.3),

se calculd con ella la concentracién real de PPL.

2,5 1
(]
Ecuacién y=a+b*x
Ordenada en el origen 0,18 £ 0,02
204 Pendiente 0,00115 + 0,00002
' R-Square (COD) 0,99713
Adj. R-Square 0,99672
.©
8 1,5
@
2
2
o 1,04
<
y(Absorbancia) = 0.00115 - x([PPL]) + 0.18
0,5
PPL] = Abs — 0.18
[PPLI = =5 50115
0,0
T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000
[BSA] (ug/ml)
Figura 3.3: Recta patrén BSA

De esta forma, dos concentraciones nominales de 1075 y 100 uM resultaron ser de 339,14 y
23,97 uM. No obstante, en este trabajo se seguiran usando las concentraciones tedricas para los

calculos.
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3.2.2.2 Caracterizacion de la estabilidad conformacional

e Técnicas de fluorescencia
Para la caracterizacion de la estabilidad conformacional de la proteina se recogieron espectros
de fluorescencia, tanto en tampdén como en DES e hidrogel, registrando su emisidon desde 300
hasta 440 nm usando como longitud de onda de excitacion 290 nm. Para ello las muestras se
colocaron en cubetas de cuarzo de 10 x 10 mm y se usé un espectrofluorimetro PTI-

QuantaMaster (PTI) que consta de un peltier integrado.

Para los experimentos de desnaturalizacién térmica se seleccionaron 3 velocidades distintas de
calentamiento (2,5; 5 y 10°C/min). La temperatura de desnaturalizacidén térmica de la PPL se
obtuvo a partir de los cambios de forma y del desplazamiento del espectro de emisién de
fluorescencia. Se representd el cociente entre la emisién a 335 y a 375 nm frente a la
temperatura y a partir de la primera derivada se obtuvo la temperatura de desnaturalizacién.
Ademas, se siguieron los cambios en la fluorescencia intrinseca de la PPL a concentraciones de

proteina que variaron desde 5 a 20 uM.

e Dicroismo circular
Para caracterizar la conformacién de la proteina en tampdn, se siguié el cambio en la estructura
secundaria de PPL a una concentracion de 25 pM en tampdn en el ultravioleta cercano, usando
un espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco) acoplado a un peltier (PTC-423S/15 — Jasco). Las
muestras se depositaron sobre cubetas de cuarzo de 1 cm x 0.1 cm. Para ello se recogieron

espectros de dicroismo circular en UV lejano entre 200 y 260 nm, a dos temperaturas, 20y 85°C.

3.2.2.3 Actividad enzimaética
e Método colorimétrico

Para determinar la actividad de la PPL se empled un método colorimétrico ya citado en el
apartado de Introduccién, basado en la formacién del producto de catalisis coloreado p-NP. Para
ello se utilizd un espectrofotometro Shimadzu UV-2700 (Shimazdu) y la absorcion de las
muestras se midié a temperatura ambiente en cubetas de cuarzo de 1 cm x 1 cm. Se realizaron
cinéticas de 15 minutos midiendo a intervalos de 0,2 minutos para estudiar la actividad de PPL
en disolucion y DES, y de 60-70 minutos para estudiarla en hidrogel. La absorbancia de la
muestra se midié a una longitud de onda de 405 nm, que es el maximo de absorbancia del p-NP,
usando como sustrato p-NPAcetato o p-NPPalmitato. También se realizaron espectros de

absorcién entre 240 y 450 nm al finalizar las cinéticas.

En el caso del p-NPAcetato, se prepararon stocks de 34,77 mM pesando 6,3 mg en 1 ml de

metanol, que posteriormente se agitaron en el vortex durante 1 minuto y se almacenaron en el
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congelador hasta su uso. Alicuotas de estos stocks fueron diluidas en tampdn, y de esta segunda
disolucién se pipetearon los volimenes correspondientes hasta obtener una concentracion de

30 uM en la muestra final.

En el caso de p-NPPalmitato, se prepararon stocks de 800 mM pesando 30,2 mg en 100 ml de
tampon Tris-HClI 50 mM pH 7,5 que ademas contenian 18 mg de SDS y 200 mg de Triton X-100
para facilitar su solubilidad. Primero se afiadieron esos mg en 50 ml de tampdn que fueron
sonicados durante 15 minutos a 80°C (Ultrasons 1L — J.P Selecta) y después se afiadieron los
otros 50 ml de tampdn. Esta disolucion se almacend en nevera y a partir de ella se pipetearon

los volumenes correspondientes hasta tener una concentracién de 324 uM en la muestra final.

e Determinacién de parametros cinéticos Vmax Y Keat
Para determinar los pardmetros cinéticos de la PPL en tampdn y en mezclas tampdn:DES se
siguieron una serie de etapas. Primero se realizaron cinéticas de actividad con 30 uM de p-

NPAcetato y distintas concentraciones de PPL.

A partir de las absorbancias se determind la concentracién de p-NP formado, utilizando un
coeficiente de extincién de 18,5 mM™ cm™ a 405 nm, y se representd en una grafica este valor
frente al tiempo. A partir de estos resultados se calculd la derivada en cada punto de la cinética,
obteniendo la velocidad a ese tiempo dado. Adema3s, se hizo la representacion de la velocidad
frente a la concentracidn de p-NPAcetato que aun no se habia hidrolizado (sustrato remanente)

y se ajustd a una cinética de Michaelis-Menten, utilizando la siguiente ecuacion:

_ Vimax [s]
Vo =02 (3.1

lo que permitié obtener las constantes K y Vmsx @ cada concentracién de PPL. K, representa la
concentracidon de sustrato a la cual la enzima muestra una actividad enzimatica del 50%,
mientras que Vmsx €s la velocidad maxima que alcanza una enzima cuando se satura con su

sustrato.

Finalmente, se representd Vmsx frente a la concentracion de PPL, ajustando los datos a una recta
de cuya pendiente se obtuvo la constante catalitica keat. Keat €5 una medida de la eficiencia
catalitica de una enzima y representa el nimero maximo de reacciones de sustrato que la
enzima puede catalizar por unidad de tiempo cuando estd saturada con sustrato. Estos

pardmetros no se determinaron para la PPL en hidrogel.
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e Estudios de inhibicién
Para comprobar la capacidad del Orlistat como inhibidor de la actividad de la PPL, se realizaron
cinéticas enzimdticas en ausencia y en presencia de distintas concentraciones de Orlistat
utilizando p-NPPalmitato como sustrato y tampdn Tris pH 7,5 con SDS y Triton X-100. Estos
ultimos se usaron para facilitar la disolucién tanto del sustrato como del inhibidor, altamente

hidrofdbicos.

En primer lugar, se prepard un stock de Orlistat 34,77 mM pesando 8,62 mg en 0,5 ml de metanol
gue después se diluyd hasta tener un stock de 347,7 uM en tampdn Tris-HClI 50 mM a pH 7,5
gue se guardo en el congelador. A continuacion, el p-NPPalmitato y el Orlistat se incubaron 5
min a 37°C, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron a la disolucién de PPL, de
forma que, en los 2 ml finales habia una concentraciéon de 83,3 uM de PPL, 320 uM de p-
NPPalmitato y 22,2 uM de Orlistat. También se utilizaron concentraciones de Orlistat de 19,3

UM, 14,9 uM y 9,7 uM.

3.2.2.4 Determinacion del grado de swelling

El grado de hinchamiento de los hidrogeles, o grado de swelling (SW) se determind a partir de
un hidrogel deshidratado (xerogel) en ausencia y en presencia PPL. Para ellos se cortaron trozos
de xerogel de aproximadamente 0,07 g (0,3 cm de didmetro, 0,6 cm de longitud) realizando
medidas de peso en una balanza (Serie SV-1000 — gram precision). Se sumergieron en 60 ml de
agua milli-Q y se pesaron a las 24 horas y a las 48 horas. SW fue determinado aplicando la

siguiente formula:

sw =YW 3.2
=W, (3.2)

Donde W es el peso del hidrogel a cada tiempo y Wy es el peso inicial del hidrogel deshidratado

(xerogel).
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4. Resultados y Discusion

Siguiendo los objetivos del presente trabajo, a continuacién, se muestran los resultados
correspondientes al estudio de la estabilidad y actividad de la lipasa pancreatica en diferentes
medios, asi como el analisis de sus potenciales aplicaciones. La lipasa pancredtica que se ha
utilizado es la procedente de porcino (PPL) por su alta homologia con la humana y al ser mas
accesible comercialmente. Los resultados seran discutidos al mismo tiempo que se presentan

con el fin de facilitar el seguimiento.
4.1 Estabilidad conformacional de la PPL en diferentes medios

4.1.1 Tampodn

La estabilidad de la PPL en tampdn se evalud siguiendo los cambios en su fluorescencia
intrinseca, la cual proviene mayoritariamente de los residuos triptéfano y es altamente sensible
a la polaridad del entorno. Por tanto, cambios en sus espectros de emisidn nos informaran sobre

el estado conformacional y los procesos de plegamiento/desplegamiento de la enzima.

Para ello, primeramente, se realizaron espectros de excitacion y de emisidon de PPL (5 uM) en
tampdn Tris pH 8,2, diluyendo disoluciones madre preparadas como se describe en el apartado

3.2.1.1 de Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la figura 4.1.
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Figura 4.1: Espectros de excitacion ( —) y emisidon ( — ) de PPL 5 uM en tampdn
recogidos a T=25°C, fijando Aem a 340 nm y Aexc @ 290 Nm, respectivamente

Como se puede observar en la figura 4.1, el espectro de excitacion presenta un maximo en torno
a 290 nm, caracteristico de la absorcion del triptéfano, mientras que el de emisién tiene su

maximo cerca de 335 nm. La posicidon y forma de este espectro coinciden con lo descrito
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previamente en la bibliografia, confirmando que la enzima se encuentra en su conformacién

plegada y que sus triptéfanos estdn relativamente expuestos al tampén.*

Antes de continuar con el estudio de estabilidad, se disefié un experimento con objeto de
conocer las concentraciones de proteina mas adecuadas para realizar los siguientes

experimentos de fluorescencia.

Para ello se prepararon disoluciones con concentraciones crecientes de PPL y se recogieron los
espectros de emision, representados en la figura 4.2. Como era de esperar, a medida que la
concentracién aumenta, la intensidad de fluorescencia crece. Sin embargo, al representar el
maximo de emisién frente a dicha concentracidén se observé una pérdida de linealidad, sobre
todo por encima de 10 uM de PPL. Con estos resultados determinamos un maximo de 10 uM

para los estudios de estabilidad por métodos fluorimétricos.

5 10 15 20

I.LF. (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440
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Figura 4.2: Efecto de la concentracién de PPL sobre su espectro de fluorescencia.
Inserto: Variaciéon de la intensidad a 335 nm con la concentracion

Una vez determinado el rango éptimo de concentracidén de PPL, se exploré como afectaba la
temperatura a la fluorescencia intrinseca de la enzima, con el fin de obtener informacién sobre

el mecanismo de desplegamiento de la misma y su estabilidad térmica.

En general, cuando una proteina se desnaturaliza, sus espectros de emisidn se desplazan hacia
el rojo, ya que los triptéfanos quedan mds expuestos al solvente. Por ello, una manera sencilla

de seguir el desplegamiento es recoger los espectros en un intervalo de temperatura que incluya
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la temperatura de desnaturalizacion Tm y representar en una grafica, frente a la temperatura, el
cociente entre las intensidades de emisién a 335 nmy a 375 nm, como se describe en Materiales
y Métodos. Esta gréfica se muestra en la figura 4.3 para la PPL (5 uM) en tampén. Los espectros

se recogieron entre 10 y 86°C a tres velocidades de barrido: 2,5°C/min, 5,0°C/min y 10°C/min.

Ademas, en esa misma figura se compara el espectro de la PPL nativa a 26°C con el obtenido a
86°Cy el recogido otra vez a temperatura ambiente una vez realizada la rampa de temperatura,

con objeto de comprobar la posible reversibilidad del proceso de desplegamiento.

T T T T T T T T T T T
2,04 10 .
A ‘ A 4 A 08
p .
I ':ttt:..
‘ w 04
1,8 « i
.‘ 0,2
[ Y
ﬁ ‘ 2‘80 300 320 340 360 380 400 420 440 460
- 1,6 4 m A (nm) 1
B = 10°C/min .
= ® 5°C/min u
144 A 25°C/min 2 1 .
ll“l“
1,2 4 i
A
t
1,0 -7t r - r - 1r - 1 11T 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 4.3: Efecto de la temperatura sobre la relacion de intensidades Is3s/ls7s de la PPL en
tampon medido a 3 velocidades de barrido y tras volver a temperatura ambiente. Inserto:
Espectros normalizados a 25, 86 y vuelta a 26°C

Los resultados sugieren que la proteina se desnaturaliza siguiendo un proceso de
desplegamiento en dos estados, sin la presencia de intermedios aparentes. Este proceso sucede
de forma bastante cooperativa a una T = 58°C y no es reversible, ya que al descender la
temperatura la proteina desnaturalizada no recupera su estructura nativa (el espectro de
emision, desplazado hacia el rojo tras la desnaturalizacion no recupera su posicién inicial al bajar

la temperatura).

Se observa también que la velocidad de calentamiento no parece influir en el desplegamiento
térmico, lo que indica que la cinética de desplegamiento es mucho mas rdpida que la velocidad

de barrido.
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Con el fin de confirmar los estados plegado y desplegado de la PPL, inducidos por la
temperatura, se utilizé el dicroismo circular como segunda técnica de caracterizacién. Esta
técnica nos da informacién fundamentalmente sobre la estructura secundaria de las proteinas.
Para ello preparamos una disolucién 25 uM de PPL en tampdn y se recogieron los espectros a

20°Cy 85°C, como se describe en el apartado 3.2.2.2 de Materiales y Métodos.

Como se puede observar en la figura 4.4, el espectro realizado a 20°C indica que las
estructuras predominantes en PPL son las alfa hélices. Este espectro fue similar al descrito en la

literatura.*?

En contraste, a 85°C el espectro cambid radicalmente, obteniéndose esencialmente un espectro
donde la mayor contribucién a la polarizacion de la luz se debe a estructuras desordenadas que
confirman los resultados obtenidos por fluorescencia. Este espectro no se modificé al volver a

temperatura ambiente, confirmando igualmente la irreversibilidad del proceso.
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Figura 4.4: Espectro CD de PPL en tampdn a 20°C (—) y 85°C (----)

4.1.2 DES

El estudio de estabilidad de la PPL en DES se llevé a cabo en tres disolventes diferentes descritos
en Materiales y Métodos: Col-Urea, Col-Gly y TMAC-Gly. Como la mayoria de los DES, estos
disolventes muestran una viscosidad muy elevada, por lo que es muy dificil disolver totalmente
la proteina en ellos sin subir la temperatura, lo que puede dafiar a la lipasa. Por ello, decidimos
bajar la viscosidad mezclando el DES con agua, en una proporcién 75% de DES y 25% de tampodn,

como se describe en otros trabajos.*
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En la figura 4.5 se representan los espectros de fluorescencia de la PPL disuelta en los tres DES
y se compara con el obtenido en tampdn. Como se puede observar, la forma y posicidn del
espectro es muy similar, aunque no idéntica, en todos los medios analizados, lo que indica que
la estructura nativa de la proteina también se mantiene en los DES, al menos a temperatura

ambiente.

Hay que destacar que la intensidad de fluorescencia no fue similar en todos los casos, siendo
aproximadamente cuatro veces superior en los DES, lo que podria indicar un desplazamiento de

la conformacién de la enzima hacia la forma abierta, como se ha sugerido en otros articulos.?

I.F. Aggs (u.a)
o

Tris-HCI
—— Col-Urea
—— Col-Gly
—— TMAC-Gly

T T T T T T T T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440
A (nm)

Figura 4.5: Espectros de emision de PPL (5 uM) en tampdn y DES a temperatura ambiente.
Inserto: Intensidad de fluorescencia a 335 nm

El estudio de desnaturalizacion térmica de la proteina en los DES se realizd en dos fases.
Inicialmente se hizo un barrido de temperatura similar al de la figura 4.3, a una velocidad de
2,5°C/min (figura 4.6 a). El resultado mostrd un comportamiento muy diferente al observado en
tampodn. En el caso de la Col-Urea parece que se pierde la cooperatividad en el desplegamiento
y la PPL comienza ya a desplegar a partir de 30°C. Sin embargo, en los otros dos DES, la
temperatura tiene un menor efecto sobre el desplegamiento, sugiriendo que tanto Col-Gly como

TMAC-Gly, estabilizan la PPL.

Para confirmar esta hipdtesis, al llegar a 86°C se siguid recogiendo la cinética de

desnaturalizacidon durante una hora sin cambiar la temperatura y se observé que en Col-Urea la
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proteina habia alcanzado su méximo desplegamiento tras el barrido, mientras que en Col-Gly y
TMAC-Gly la PPL necesitd mas de 60 minutos para desplegar completamente (figura 4.6 b).
Ademas, el desplegamiento fue parcialmente reversible ya que la proteina volvié a recuperar
parte de la fluorescencia inicial al bajar la temperatura. Este resultado indica que la cinética de
desplegamiento es mucho mas lenta en Col-Gly y TMAC-Gly que la velocidad de barrido, por lo
que estos DES estan estabilizando cinéticamente a la proteina. Este efecto estabilizador puede
representar una importante ventaja a nivel industrial, ya que la proteina podria mantenerse

cataliticamente activa a altas temperaturas.

Para confirmar estas hipodtesis, se intentaron recoger los espectros de dicroismo circular de la
proteina en los diferentes medios, sin embargo, los espectros presentaron mucho ruido y no fue

posible extraer conclusiones a partir de ellos.
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Figura 4.6: a) Efecto de la desnaturalizacidn térmica sobre la fluorescencia de PPL en DES y
vuelta a 26°C. b) Cinética de desplegamiento tras rampa de temperatura a 86°C

4.1.3 Hidrogel

Una vez explorado el comportamiento de la PPL en DES se procedid a hacer un estudio similar
de la enzima en un hidrogel. A diferencia de los DES, la proteina en este medio esta confinada
en una matriz sélida, que facilita su manipulacidn y transporte. La inmovilizacién se llevé a cabo
como se describe en Materiales y Métodos (figura 3.2). El hecho de que para su preparacion se
parta de un hidrogel previamente preparado y deshidratado (xerogel), que se pone en contacto
con la disolucién enzimatica hasta absorberla completamente, asegura que toda la proteina ha
quedado atrapada en la matriz. Ademads, dado que el hidrogel estd cargado positivamente y la
enzima negativamente a pH 8.2 (su punto isoeléctrico es 5,18) se pueden establecer

interacciones electrostaticas entre ambas estructuras.
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Para demostrar que el hidrogel, con la proteina incorporada, preserva sus propiedades
mecanicas, se deshidrataron dos porciones idénticas de hidrogel, una con y otra sin PPL, y se
exploré la capacidad de hinchamiento o swelling de ambos. Para ello se siguid el protocolo

descrito en Materiales y Métodos (ecuacidn 3.2) y los resultados se muestran en la figura 4.7.

Como se puede observar, el hidrogel aumentd enormemente su tamafno, mostrando una alta
capacidad de hinchamiento, que no se vio afectada por la presencia de la enzima. Por tanto, el
hecho de que puedan establecerse interacciones electrostaticas entre el hidrogel (cargado
positivamente) y la PPL no parece afectar la capacidad de estiramiento de las cadenas

poliméricas que conforman la red.
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Figura 4.7: a) Grado de hinchamiento (SW) para un hidrogel sin y con PPL. Las medidas
fueron tomadas tras 24 horas de incubacion del xerogel en agua. b) Aspecto de los
hidrogeles hinchados, comparados con un xerogel.

Tras esta caracterizacidon se estudid la estabilidad conformacional de la PPL confinada. Las
muestras de los hidrogeles para los estudios de fluorescencia se prepararon como se describe
en Materiales y Métodos, introduciendo un fragmento de hidrogel en una cubeta de
fluorescencia y recogiendo los espectros de emisién a diferentes temperaturas. La figura 4.8

compara el espectro a temperatura ambiente con el obtenido en tampdn.

Como se puede apreciar, hay un pequefio desplazamiento hacia el rojo que podria indicar un
inicio de desnaturalizacidon en la proteina. Sin embargo, cuando se representd la curva de
desnaturalizacién (inserto en figura 4.8) se observo que, a diferencia de lo observado en los DES,
el mecanismo de desplegamiento era muy similar al del medio acuoso, con T, = 58°C. Este

resultado sugiere que la PPL se encuentra en los poros del hidrogel, en un ambiente que es
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practicamente similar al del tampdn, aunque es posible que las interacciones electrostaticas con
la red polimérica modifiquen ligeramente el entorno de los triptéfanos mas expuestos, de ahi el

pequefio cambio observado en el espectro de emision.

Al igual que ocurrié con DES, no fue posible hacer experimentos de dicroismo circular de la
proteina en este medio, ya que los precursores del hidrogel presentaban absorcién en la region

UV que interferian con las sefiales de la enzima.
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Figura 4.8: Espectros de emisién de PPL en tampdn (— ) e hidrogel (— ) a temperatura
ambiente. Inserto: curva de desnaturalizacion térmica y puntos de vuelta a 26°C

4.2 Actividad catalitica de la PPL en diferentes medios

4.2.1 Tampodn

Una vez se ha demostrado la estabilidad conformacional de PPL en distintos medios, es
necesario explorar su actividad y compararla con la presentada en tampdn. El protocolo
seleccionado para ello fue el método colorimétrico descrito en Materiales y Métodos y mostrado

en la figura 4.9.

Como primera opcidn, se eligié como sustrato el p-NPAcetato que no precisa de una interfase
hidrofébica para ser hidrolizado a p-NP. Todos los experimentos se realizaron a temperatura

ambiente.
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Figura 4.9: Protocolo colorimétrico de ensayo de actividad de PPL empleando
p-NPAcetato como sustrato

El experimento se realizd primero en tampadn. Se eligié una concentracion alta de proteina (175
KM) y una concentracién de sustrato de 30 UM y se siguid el aumento de absorbancia con el
tiempo, midiendo a 405 nm. La cinética, representada en la figura 4.10, confirma que la enzima
es activa, hidrolizando todo el sustrato en aproximadamente 4 minutos. La figura también
muestra que en ausencia de la enzima también se hidrolizé una pequefia fraccion de sustrato,

aunque practicamente despreciable, durante el tiempo que durd el experimento.

0,54

Tiempo (min)

Figura 4.10: Cinéticas de formacién de p-NP a partir de 30 UM de p-NPAcetato en
presencia (simbolo sélido) y en ausencia (simbolo abierto) de PPL (175 uM)

4.2.2 DES

A continuacidn, se realizd un experimento similar con la misma concentraciéon de proteina

disuelta en DES. El estudio se hizo Unicamente en Col-Gly y TMAC-Gly, dado que la estabilidad
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de la PPL en Col-Urea habia dado resultados menos positivos. Inicialmente se utilizaron las
mismas combinaciones que en los experimentos de fluorescencia, es decir mezclas con 75% de
DES y 25% de tampodn. Sin embargo, también se probaron otras combinaciones en las que se
redujo la proporcidn de DES con respecto al agua con objeto de bajar la viscosidad, para que no
se ralentizara demasiado la difusidn del sustrato hasta el centro activo de la enzima. En concreto,
ademas de la proporcidon 75:25, se exploraron la 50:50, 25:75 y 0:100 (tampdn solo). Como
control se recogidé también la hidrélisis del p-NPAcetato en ausencia de proteina. Los resultados
para el Col-Gly se muestran en la figura 4.11. En las graficas, los valores de absorbancia del eje
“y” han sido transformados a porcentaje de p-NP formado, utilizando el coeficiente de extincion

del p-NP, para visualizar mejor el rendimiento de obtencién de los productos.
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Figura 4.11: Cinéticas de formacion de p-NP a partir de 30 uM de p-NPAcetato en distintas
proporciones de Col-Gly:Tampdn, en presencia (simbolos sélidos) y ausencia (simbolos
abiertos) de PPL (175 puM)

El resultado mas sorprendente de la figura 4.11 es que la actividad de la PPL se ve afectada por
las distintas combinaciones de DES y tampdn. Asi, la actividad es menor cuando hay una
proporcién mayor de DES, probablemente por las restricciones difusionales impuestas por la
elevada viscosidad. Sin embargo, la proporcién de DES 50:50 y sobre todo la 25:75 aumentan

claramente la actividad de la enzima con respecto a la observada en el tampdn.

También cabe destacar que la presencia de DES en el tampédn, en ausencia de enzima, ejerce
una cierta actividad catalitica, ya que hidroliza el p-NPAcetato a mayor velocidad que lo hace el

tampdn, aunque en menor medida que la proteina.

42



La figura 4.12 muestra los resultados obtenidos para el TMAC-Gly. El comportamiento es muy
similar al observado en Col-Gly. La actividad de la enzima aumenta en las proporciones de DES
50:50 y 25:75, con respecto a lo observado en tampdn, mientras que la menor actividad se da
cuando la proporcién de DES aumenta al 75%. La Unica diferencia es que la actividad catalitica
del TMAC-Gly es menor que la del Col-Gly, ya que en ausencia de la proteina la fraccién de
sustrato hidrolizado es mds pequefia, lo que puede ser una ventaja en muchos casos, al

practicamente no competir con la reaccidon enzimatica.

Hay que hacer notar que en las mezclas que contienen DES y agua, pueden desestabilizarse los
enlaces de hidrogeno que se establecen entre los componentes de DES, de forma que si se
aumenta mucho la proporcion de agua llegard un momento en que lo que tendremos sera una
disolucién de precursores en agua, mds que un DES.*® Algunos autores dicen que también se
establecen complejos ternarios entre las moléculas de agua y los donadores y aceptores de
hidrogeno, formandose un nuevo DES si las proporciones son adecuadas.** En cualquier caso, la

realidad es que estas combinaciones son capaces de activar a la enzima.
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Figura 4.12: Cinéticas de formacién de p-NP a partir de 30 uM de p-NPAcetato en distintas
proporciones de TMAC-Gly:Tampdn, en presencia (simbolos sélidos) y ausencia (simbolos
abiertos) de PPL (175 puM)

Un efecto similar al observado en estos experimentos ha sido descrito para otras lipasas distintas
de la pancredtica cuando se han disuelto en DES combinados con agua.* La hipdtesis formulada
en esos trabajos y que podria ser aplicable a la PPL es que los componentes del DES se unen a la
enzima en un sitio distinto del centro activo, induciendo cambios conformacionales que

desplazan el equilibrio hacia la conformacion abierta de la lipasa (Ver figura 1.3 en la
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Introduccion), favoreciendo la reaccidn de catalisis. Un esquema que ilustra esta hipdtesis se

puede ver en la figura 4.13.

Sitio activo Activador

D e

—} DES

. = Puente de hidrégeno

Figura 4.13: Mecanismo propuesto para la activacion de lipasas por mezclas DES:Agua #

En vista de estos resultados tan interesantes decidimos cuantificar el aumento de actividad de
la PPL en Col-Gly y TMAC-Gly, cuando se encuentran en una proporcién de un 25%. Para ello se
calculd la constante catalitica (keat), tal como se detalla en Materiales y Métodos. Con este fin,
se recogieron cinéticas a diferentes concentraciones de PPL y una concentracion fija de sustrato,

tanto en tampdn como en ambos DES.

La figura 4.14 muestra, como ejemplo, las cinéticas recogidas en tampdn para una concentracion
30 uM de sustrato. La primera derivada de estas curvas nos permitié determinar las velocidades
de hidrélisis para cada tiempo, asi como trazar una nueva grafica que representa dicha velocidad

frente a la concentracion de sustrato remanente (figura 4.15).

Ajustando esta gréfica a la ecuacion de Michaelis-Menten (ecuacion 3.1), se pudieron
determinar los valores de Vmsx para cada concentracidon de proteina, los cuales han sido

representados en la figura 4.16, para los tres sistemas.

Los datos se ajustaron a una recta de cuya pendiente se ha obtenido la Kcat. Como se puede
observar, este valor es similar en ambos DES, pero mucho mayor (= 2,5 veces) que el obtenido
en tampodn, confirmando la mayor eficiencia de la enzima cuando esta disuelta en mezclas

DES:Tampdn.
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Figura 4.14: Cinéticas de formacion de p-NP a partir de 30 uM de p-NPAcetato y distintas
concentraciones de PPL

T T T T T T T T T T LI -
[ ]
10 + 4
8+ 4
—~
£
S
=
S 64 4
=5
N—
>
4 Ecuacion y=Vmax*x/(Km+x)| |
Vmax 171
Km 12+1
2 R-Square (COD) 0,98161 |
Adj. R-Square 0,98053

-1 11 -1 ~1 1 1 1 11 1T T 71"
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
[p-NPAcetato] (UM)

Figura 4.15: Representacion de la velocidad de hidrélisis de p-NPAcetato frente a la
concentracidn de sustrato remanente para una concentracién 175 uM de PPL en tampdn.
En rojo se muestra el ajuste de la curva a la ecuacion de Michaelis-Menten
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Figura 4.16: Representacion de Vm frente a la concentracion de PPL para los tres sistemas
estudiados y ajuste a una recta para la determinacion de Keat

Determinada la estabilidad conformacional y confirmado el aumento de actividad de PPL en
Col-Gly y TMAC-Gly con respecto al tampdn, es interesante conocer para potenciales
aplicaciones biotecnolégicas, como se afecta la actividad de la enzima en estos medios cuando

se somete a diferentes condiciones, como un aumento de temperatura o el paso del tiempo.

Los estudios de estabilidad térmica de la PPL en los diferentes DES indicaron que tanto Col-Gly
como TMAC-Gly estabilizaban a la enzima dado que ralentizaban enormemente el proceso de
desplegamiento. Este resultado sugiere que, si sometemos durante cierto tiempo la proteina a
una temperatura muy alta, por encima de su T, esta podria mantener su actividad en los DES,
mientras que perderia una buena parte de ella en tampdn. Para comprobar esta hipétesis se
incubo previamente a la enzima durante 5 minutos a 80°C en tampdn, Col-Gly y TMAC-Gly al
25% y a continuacién, se llevo a temperatura ambiente y se afadié p-NPAcetato (30 uM),

registrando su cinética de hidrdlisis.

Los resultados se muestran en la figura 4.17 y se comparan con las cinéticas obtenidas a
temperatura ambiente. Como se puede observar, la enzima practicamente mantuvo su actividad

tras la incubacién en DES, logrando transformar todo el sustrato en unos 5 minutos. Sin
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embargo, perdid buena parte de su actividad en tampdn, debido a que su centro activo habra

quedado inactivo tras la desnaturalizacidn térmica.
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Figura 4.17: Cinéticas de formacion de p-NP en tampdn y DES tras incubar la PPL, 175uM,
durante 80°C (simbolos abiertos) y sin incubacion previa (simbolos sélidos)

Con estos resultados queda patente la estabilidad conformacional asociada a la actividad en DES

gue no se consigue en tampdn y que a nivel industrial puede ser de gran relevancia.

Para aplicaciones industriales no solo resulta de interés el poder trabajar a altas temperaturas,
sino que es fundamental que la enzima se mantenga estable el mayor tiempo posible. Por tanto,
con objeto de estudiar el efecto del tiempo sobre la PPL en DES y en tampdn se prepararon 3
disoluciones: una contenia PPL en tampdn y las otras PPL en Col-Gly y TMAC-Gly, a la misma
concentracién (175 uM). Cada una de estas disoluciones se separd en tres eppendorf, que se
dejaron cerrados a temperatura ambiente en el laboratorio, expuestos a la luz. La actividad del
primer eppendorf se analizd el mismo dia de la preparacidn, mientras que en los otros dos se

analizo tras 10 y 20 dias de preparacion.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 4.18. Como se puede observar en la figura
4.18 b, la disolucidn que contenia tampdn a los 20 dias se encontraba contaminada,
aparentemente por hongos, a diferencia de los eppendorfs que contenian Col-Gly y TMAC-Gly,
por lo que no se pudo determinar su actividad. Por otro lado, los resultados muestran que la

proteina en los DES solo perdid un poco de actividad tras 20 dias de almacenamiento,
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igualdandose a la del tampdn recién preparado, mientras que la PPL en tampdn si que vio

bastante afectada su actividad tras 10 dias de preparacién.

Estos resultados vuelven a ser muy favorables para los disolventes eutécticos ya que no solo
aumentan la actividad y estabilizan térmicamente a la PPL, sino que, ademas, la enzima es mas
estable a temperatura ambiente cuando esta disuelta en ellos. Los DES podrian ejercer también

una accion conservante, ya que la disolucion tiene menos tendencia a sufrir contaminaciones.
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Figura 4.18: a) Cinéticas de formacion de p-NP en tampdn y DES recién preparadas
(simbolos solidos) y tras 10 y 20 dias de almacenamiento de la PPL a temperatura
ambiente (simbolos abiertos y semiabiertos, respectivamente). b) Imagen de las

disoluciones tras 20 dias de almacenamiento (izda. PPL en tampon, centro en Col-Gly y
dcha. en TMAC-Gly)

4.2.3 Hidrogel

Para el estudio de la actividad de la PPL en hidrogel se utilizé el mismo protocolo colorimétrico
de la figura 4.9, con la variacién de que un fragmento de hidrogel con la enzima inmovilizada fue
incorporado en la cubeta de absorcidn y a continuacién se le afiadié una disolucidn conteniendo

el sustrato p-NPAcetato, que fue totalmente absorbida por el hidrogel. Es por ello que las
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cinéticas de actividad se recogen al mismo tiempo que el hidrogel se va hinchando, lo que
provoca que estas curvas sean menos limpias que las obtenidas en disolucion. La figura 4.19
recoge este experimento y lo compara con la cinética en tampdn. Como se puede comprobar,
la enzima inmovilizada sigue hidrolizando el sustrato, de forma que el hidrogel adquirié un color

amarillento que confirmaba la transformacién en p-NP.

Sin embargo, la reaccidn fue considerablemente mas lenta que en tampdn, de forma que en una
hora no se habia transformado completamente el sustrato. Un comportamiento similar ha sido
descrito para otras proteinas, como la fosfatasa alcalina, inmovilizadas en un hidrogel, y se ha
atribuido mds que a una pérdida de actividad enzimdtica, a las restricciones difusionales
impuestas por la red polimérica, que provocan que el sustrato tarde mds tiempo en llegar al
centro activo de la enzima.*® El resultado por tanto lo consideramos positivo, ya que refleja que

la enzima, tras ser inmovilizada mantiene su funcion.
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Figura 4.19: Comparativa de la cinética de formacién del p-NP en tampdn
(simbolos negros) e hidrogel (simbolos rojos) con PPL. Al lado de cada curva se incluye la
imagen de las muestras tras finalizar los experimentos

Dado que la cinética de la reaccidn se ve afectada por la lenta difusidn del sustrato en el hidrogel,
no se determinaron los pardmetros cinéticos en este medio, ya que obtendriamos constantes
cataliticas aparentes que no podrian ser directamente comparadas con la obtenida en tampdn.
Lo que si se llevd a cabo fue el estudio del efecto del tiempo sobre la actividad de la enzima
inmovilizada. Para este experimento se inmovilizd la PPL en el hidrogel y se cortaron dos

fragmentos idénticos. Al primero de ellos se le hizo el estudio cinético el mismo dia de su
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preparacidn, mientras que el segundo se dejé en la bancada del laboratorio durante dos meses,
antes de analizar su actividad. Las curvas obtenidas se muestran en la figura 4.20. En ellas se
puede apreciar como la enzima sigue siendo activa pasado los dos meses de inmovilizacién,

aunque con una cierta pérdida de eficiencia con respecto al primer dia.
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Figura 4.20: Cinéticas de formacion de p-NP en hidrogel con PPL recién preparada
(cuadrados soélidos) y almacenada a temperatura ambiente durante 2 meses
(cuadrados abiertos)

Este resultado supone una importante ventaja con respecto a la enzima disuelta en tampdn ya
que, como se ha descrito anteriormente, en ese medio solo es capaz de permanecer activa los
primeros dias. Por tanto, la inmovilizacién en el hidrogel no solo facilita la manipulacién y
transporte de la proteina, sino que mejora sus condiciones de almacenamiento. Ademas,
consideramos que estos resultados podrian ser optimizados si el hidrogel con la enzima
inmovilizada es llevado a sequedad y transformado en xerogel. El bajo contenido de agua
probablemente conservard mejor la proteina, como ya ha sido descrito para otras enzimas

almacenadas en xerogeles, en donde se ha mantenido su actividad pasados 18 meses.*

4.3 Estudios de inhibicion de la PPL en diferentes medios

4.3.1 Tampon
Como se describid en la Introduccidn de este trabajo, ademas de aplicaciones a nivel industrial,

la lipasa pancreatica puede ser de gran utilidad en la busqueda de farmacos antiobesidad, al ser
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una diana terapéutica de esta patologia. El desarrollo de biosensores que incorporen esta
enzima y permitan detectar sus inhibidores es por tanto un desafio para muchos investigadores.
Para explorar esta potencial aplicacién, analizamos si se podia detectar inhibicidn enzimatica en
los diferentes medios estudiados, para lo cual seleccionamos como inhibidor el farmaco

comercial Orlistat.

Primeramente, se realizaron experimentos en tampdn, en condiciones similares a la de los
ensayos de actividad descritos anteriormente, (30 UM de p-NPAcetato y 175 uM de PPL en
tampdn Tris pH 8,2). Se probaron distintas concentraciones de Orlistat, previamente disuelto en
metanol, pero no se pudo demostrar la inhibicién ejercida por el fdrmaco a ninguna de las
concentraciones analizadas. Nosotros atribuimos este resultado a que el Orlistat es
practicamente insoluble en agua. Por esta razén, cuando a la disolucién de enzima se le afade
una alicuota de Orlistat disuelto en metanol, al entrar en contacto con el agua acaba

precipitando.

Como se comentd en el apartado de Introduccién, cuando la PPL se disuelve en agua se
encuentra en una conformacién cerrada que impide la llegada de moléculas hidrofdbicas a su
centro activo y, por tanto, es inactiva. La hidrolisis del p-NPAcetato puede tener lugar, aunque
la enzima esté cerrada, probablemente por el pequeio tamano de la molécula y porque es
parcialmente soluble en agua. Sin embargo, otros sustratos como los sustratos naturales de la
enzima (triglicéridos) o sustratos artificiales tales como el p-nitrofenil laurato y p-nitrofenil
palmitato (p-NPPalmitato) deben formar emulsiones para inducir la conformacidn abierta de la
enzima. Por la misma razoén, los inhibidores hidrofébicos como el Orlistat, deberan también

formar emulsiones para llegar a entrar en contacto con el centro activo y bloquearlo.

La formacion de emulsiones y micelas se puede facilitar incorporando tensioactivos en el
tampdn. Teniendo todo esto en cuenta, se modificd el ensayo de actividad anterior utilizando
otro tampon (Tris pH 7,5), que incluia SDS y Triton X-100 como tensioactivos. Ademas, se utilizo

p-NPPalmitato el cual también se hidroliza a p-NP, pudiendo detectarlo colorimétricamente.

El protocolo que se siguid para el ensayo de inhibicion se basa en el recientemente descrito por
Jin y col.** Dicho protocolo utiliza una concentracién muy alta de p-NPPalmitato (324 uM), el
cual es incubado previamente con Orlistat, antes de ser afiadido a la disolucidn de proteina,
como se describe en Materiales y Métodos. La gréafica de la figura 4.21 recoge durante 15
minutos la cinética de formacion del p-NP en ausencia y en presencia de Orlistat (22,2 uM).
Como se puede apreciar, el efecto inhibidor del farmaco ya se detecta tras los primeros 2

minutos de reaccién. Hay que remarcar que el porcentaje de formacién del p-NP es muy bajo,
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debido a la alta cantidad de sustrato utilizado en el experimento. Por eso las cinéticas presentan
ese comportamiento lineal. En la figura también se incluye la cinética de hidrolisis del sustrato
para una muestra sin Orlistat y sin proteina, demostrando que la hidrolisis espontdnea del p-

NPPalmitato es despreciable.
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Figura 4.21: Cinética de formacidn de p-NP a partir de 324 uM de p-NPPalmitato en
tampadn Tris pH 7.5, sin (simbolos rojos) y con enzima (175 uM), en ausencia
(simbolos negros) y presencia (simbolos azules) de Orlistat 22,2uM

4.3.2 DES

Este mismo experimento se llevd a cabo para la PPL disuelta en mezclas DES-tampdn, como las
descritas anteriormente. Primero se probd un tampdn sin tensioactivos, ya que supusimos que
los DES serian capaces de disolver el Orlistat. Sin embargo, no obtuvimos ningln resultado
concluyente. A continuacién, se repitid el experimento incluyendo Triton X-100 y SDS en el

tampdn y de nuevo, los resultados no fueron reproducibles.

Para explicar este resultado, se hipotetizd que los DES, dada su alta capacidad de disolver
compuestos hidrofdbicos, desestabilizan las emulsiones y micelas que contienen Orlistat y
sustrato, de forma que no llega a producirse la interfase entre la micela y la enzima que permite
la apertura del sitio catalitico. En cualquier caso, creemos que con un estudio en mas
profundidad podriamos encontrar las condiciones adecuadas para detectar inhibicidon

enzimatica en estos disolventes, por lo que no han sido descartados para este tipo de aplicacidn.
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4.3.3 Hidrogel

Para los experimentos de inhibiciéon de la PPL inmovilizada en hidrogeles se siguié el mismo
protocolo descrito anteriormente, utilizando el tampdn que contenia los tensioactivos. Se
cortaron dos fragmentos idénticos de hidrogel y se colocaron en sendas cubetas de absorcion.
A la primera cubeta se le aiadid una disolucidn de p-NPPalmitato y a la segunda una disolucién

de p-NPPalmitato (324 uM) y Orlistat (22,2 uM).

Las disoluciones fueron absorbidas completamente por los hidrogeles mientras se recogia la
cinética de la reacciéon de hidrdlisis. Como se puede observar en la figura 4.22, en ausencia de
Orlistat la reaccidn ya fue muy lenta, debido probablemente a la dificultad de las emulsiones y
micelas de viajar a través de la red polimérica hasta alcanzar la proteina. Ademas, la cinética no
siguié un comportamiento lineal, como el mostrado en tampdn. A pesar de ello, el efecto
inhibidor del Orlistat se detectd con claridad en los primeros minutos de la cinética. Este efecto
se aprecio incluso visualmente, ya que al terminar el experimento el tono amarillento de los

hidrogeles fue diferente, siendo mucho mas intenso el del hidrogel que no contenia Orlistat.

También se estudié la sensibilidad del ensayo a la presencia de Orlistat. Para este experimento
se cortaron una serie de fragmentos idénticos de hidrogel con PPL y se incubaron con
disoluciones que contenian concentraciones crecientes del farmaco, midiendo el valor de la
absorbancia en el hidrogel tras 30 minutos de incubacion. Los resultados se han representado
en la figura 4.23 en forma de curva de calibrado. Como se puede apreciar, conforme aumenta
la concentracién de Orlistat, se forma menos producto, como consecuencia de la inhibicién

enzimatica. La curva siguié un comportamiento practicamente lineal y se ajustd a una recta.
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Figura 4.22: Cinética de formacidn p-NP a partir de p-NPPalmitato para un hidrogel con
PPL, en ausencia (cuadrados rojos solidos) y presencia (cuadrados rojos abiertos) de
Orlistat, e imagen final de los hidrogeles, tras la reacciéon
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Figura 4.23: Recta de calibrado que representa la inhibicién de la PPL en hidrogel en
presencia de concentraciones crecientes de Orlistat

Estos resultados son muy interesantes ya que hemos conseguido inmovilizar una enzima, y
mediante un ensayo colorimétrico, detectar la presencia de inhibidores. Por tanto, creemos que
contamos con una plataforma que, tras ser optimizada, podria actuar como un biosensor

enzimatico para cribar potenciales farmacos antiobesidad.
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5. Conclusiones y Perspectivas futuras

Tras analizar los resultados obtenidos en este Trabajo de Fin de Master, podemos concluir que:

1. La desnaturalizacion térmica de la PPL en tampdn, medida a partir de los cambios
en su fluorescencia intrinseca, parece seguir un modelo de desplegamiento en dos

estados, con una Tm = 58°C. El proceso es irreversible.

2. A temperatura ambiente, la incorporaciéon de PPL en los disolventes eutécticos
Col-Urea, Col-Gly y TMAC-Gly, asi como la inmovilizacién en un hidrogel, no parece

afectar la conformacion de la enzima.

3. A partir del estudio de la desnaturalizacién térmica de la PPL en los diferentes
medios se concluye que, a diferencia del disolvente Col-Urea, las mezclas Col-Gly y
TMAC-Gly son capaces de estabilizar la enzima cinéticamente, por lo que han sido
seleccionadas para los siguientes estudios. En el caso de enzima inmovilizada, el
confinamiento no parece modificar el desplegamiento térmico, siendo muy similar

al observado en tampdn.

4. Los estudios de actividad de la PPL en tampdn, en hidrogel y en diferentes
proporciones de DES:tampdn muestran una eficiencia catalitica 2,5 veces superior a
la del tampdn cuando la enzima esta disuelta en mezclas con un 25% de DES. La
actividad es considerablemente mds lenta en el hidrogel, debido a las restricciones

difusionales impuestas por la red polimérica.

5. La actividad de la PPL disuelta en mezclas con un 25% de DES se mantiene después
de incubar la proteina a altas temperaturas, asi como tras ser almacenada a
temperatura ambiente durante varias semanas. Con estos resultados queda patente
las ventajas de este medio con respecto al tampdn, lo que a nivel industrial puede

ser de gran relevancia.
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La PPL inmovilizada en el hidrogel es capaz de mantenerse activa tras dos meses de
almacenamiento a temperatura ambiente, mientras que en tampdn su actividad

solo pudo ser medida durante los 10 primeros dias.

La actividad de la PPL inmovilizada dentro del hidrogel puede ser inhibida con el
farmaco comercial Orlistat, permitiendo generar una recta de calibrado y dando
lugar a la posibilidad de crear un biosensor para la busqueda de farmacos contra la

obesidad en el futuro.
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