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Introduccion. Los florecimientos algales de cianobacterias y
dinoflagelados téxicos o nocivos, son genéricamente
conocidos como mareas rojas. Estos eventos pueden tener un
origen natural o antropogénico, y se presentan en cuerpos de
agua dulce y marina de todo el mundo, causando severos
problemas ambientales. Las toxinas producidas por estas
microal gas son | as responsables de | os efectos adversos en la
salud de humanos y animales domeésticos y silvestres. Dentro
de las toxinas producidas por cianobacterias podemos
mencionar a las microcistinas y nodularinas, en €l caso de
dinoflagelados toxicos el acido okadaico, sus congeneres y
las toxinas diarreicas. Las toxinas antes mencionadas inhiben
laactividad de las protein-fosfatasas PPl y PP2A, que son las
dos formas predominantes de protein-Ser/Thr fosfatasas
localizadas en células de mamiferos. Se ha propuesto en
varios paises para la deteccién de estas toxinas la realizacion
de ensayos de inhibicion, estableciéndose, principa mente,
en formatos de microplaca. Este método es mas simple y
econdmico que los usados convencionalmente para la
detecciodn de la toxinas en aguas y productos contaminados,
como lo son & inmunoensayo (ELISA), la cromatografia
liguida acoplada con espectroscopia de masas (LCMS)
basada en la estructuray el bioensayo en ratén (MBA), en el
gue se sacrifican un gran numero de animales. Si bien esta
aternativa metodol égica propuesta adolece del alto costo
inherente a que la fuente mas confiable de obtencion de la
enzimaes el producto recombinante del gen humano.

Objetivo. Evaluacion de insumos no convecionales
(subproductos del procesamiento de productos pesqueros y
productos marinos de bgo valor comercial) para la
obtencion de protein-fosfatasa tipo 2A (PP2A).

Materiales y Méodos. La preparacién de homogenados
para estandarizar las técnicas de aislamiento y purificacion
de PP1 y PP2A se realizaron a partir de higado bovino y
buffer de Tris 50mM, pH 7.4, con inhibidores enzimaticos.
El homogenado (Ho) se centrifugo a 6000xg por 30
minutos, recuperando el sobrenadante (S;). Centrifugando a
100,000xg durante una hora se colecto finamente el
sobrenadante S,. Las preparaciones S, se dializaron contra el
mismo buffer de extraccién sin inhibidores (Syq) ¥y se
cuantificd el contenido proteico mediante el método de
Lowry. Con los extractos $q se reaizd una purificacion
parcial mediante precipitacion fraccionada con sulfato de

amonio a 12.5%, 25%, 37.5% y 50% de saturacion (1). A
las fracciones obtenidas se les dializo y practicé un segundo
andlisis PAGE y de actividad. El precipitado obtenido de la
fraccion del 50% de saturacion se cargé en una columna de
intercambio iénico DEAESephadex AS50 (equilibrada y
lavada con el mismo buffer). La elusion de las proteinas se
reaizd con buffer y NaCl 0.1 y 0.5M. La deteccion y
cuantificacién de la actividad enzimatica se llevé acabo por
en ensayo de inhibicidn colorimétrica (2) en microplaca, con
p-nitrofenil fosfato como sustrato a una absorbancia de 405
nm.

Resultados y discusion. Mediante la precipitacion
fraccionada con NH,SO, se obtuvieron preparaciones
parcialmente purificadas de la PP2A, ya que mediante los
ensayos de actividad la enzima se localiz6 en la fraccién del
50% de saturacién.. La cromatografia de intercambio i6nico
permitio la purificacion parcia de la PP2A con NaCl 0.5 M,
obteniéndose preparaciones con el evada actividad especifica
y buena estabilidad. Los resultados obtenidos a la fecha,
aunque son preliminares, demuestran la eficiencia del
protocolo de purificacion aplicado, obteniéndose la
estandarizacion del mismo con higado bovino. Actual mente
se esta trabajando con los insumos a evaluar como o son
carne de calamar y desechos de cangrejo que son los
productos de interés de este estudio.
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