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S\//qéum marianum (L) Gm’*tn. Cm’*olo mariano

§Cm’0| maria, Cartona de burro
”Asta-'l-l{a‘mlo, Marialren L\a'mlia

N srdodesantoMario

B Milk Thistle, St. Mary's thistle
B 7 Chordon Marie

l I!Cm‘o‘o mariano
'/Mmemii;tel

Cuenta la leyenda que las hojas de este cardo se mancharon de blanco gracias a la leche

derramada por la Virgen Maria, que estaba amamantando al nifio Jesis y que el cardo

quedo bendecido y lleno de virtudes, por eso, su nombre en los diversos idiomas hace

referencia a la leche y a Maria.



Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo fue aislar, purificar y caracterizar peptidasas
asparticas presentes en flores de Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae) y
estudiar su potencial aplicacién como “cuajo vegetal”.

A partir de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener preparaciones enzimaticas crudas de flores de Silybum marianum (L.)
Gaertn. y caracterizar los extractivos obtenidos.

2. Purificar parcialmente los extractos crudos y caracterizar las preparaciones
parcialmente purificadas.

3. Determinar la actividad coagulante de leche bovina de las preparaciones
parcialmente purificadas.

4. Obtener hidrolizados parciales de proteinas de leche bovina, caprina y ovina y
realizar el analisis electroforético de los mismos.

5. Purificar la enzima de interés a partir de los extractivos de Silybum marianum

(L.) Gaertn. y caracterizar la enzima purificada.
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Introduccién

I J;nzimag proteoliticas: genevahdaJes

La importancia y ubicuidad de las enzimas proteoliticas en la naturaleza es casi
incomparable. Aproximadamente un 2% de los genes en la mayoria de los
organismos codifican para proteasas, secundados en numero sélo por los
correspondientes a factores de trascripcion. Puede decirse que este tipo de
enzimas estan involucradas virtualmente en cada uno de los procesos fisiologicos
(Hedstrom, 2002a).

Su accidn puede ser dividida en dos categorias diferentes:

1) protedlisis limitada, en la cual una proteasa cliva s6lo uno o un nimero
limitado de uniones peptidicas de la proteina blanco produciendo la activacion o
maduracion de la proteina previamente inactiva, este es el caso de la conversion
de prohormonas en hormonas (Green, 1984), el clivaje de péptidos sefial de
proteinas de secrecion o de proteinas asociadas a membranas (Lively & Ashwell,
1999) o la activacion de zimdgenos (Stennicke & Salvesen, 2000);

2) protedlisis ilimitada, en la que las proteinas son degradadas hasta sus
aminoacidos constituyentes. Las proteinas a ser degradadas son usualmente
conjugadas a multiples moléculas del polipéptido ubiquitina. Esta modificacion
implica una sefial para que luego sean rapidamente hidrolizadas dentro del
proteasoma en presencia de ATP (Amerik & Hochstrasser, 2004). Otra via de
degradacion consiste en la compartimentalizaciéon de las proteasas dentro de
lisosomas donde las proteinas transferidas a este compartimento son rapidamente

degradadas (Gaborik & Hunyady, 2004).

Il ‘nteraccién peptﬂasasustrato

Las proteasas se unen al sutrato apropiado a través de los denominados sitios
activos para luego catalizar la hidrdlisis de la unién peptidica especifica (Mc
Donald, 1985).

En 1967 Schechter & Berger introdujeron una nomenclatura para describir las
interacciones entre un sustrato y una proteasa que hoy en dia es ampliamente
usada en la literatura. En este sistema se considera que los residuos aminoacidicos
del sustrato polipeptidico se unen con la enzima en subsitios del sitio activo. Por

convencion, estos subsitios en la peptidasa se nombran S (inicial de subsitio) y los

2
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residuos aminoacidicos del sustrato se nombran P (inicial de péptido). Los
residuos aminoacidicos hacia el N-terminal del enlace escindible se numeran Py,
P,, Py ... y aquéllos hacia el C-terminal se numeran P';, P'5, P's.... Los residuos Py y
P, corresponden al enlace escindible. Los subsitios en la peptidasa que

complementan los sitios de union del sutrato se numeran ... S3, Sz, Sy, S';, S*, S's...

A B
[-] o
25 A 25 A
I 2 3 4 5 6 I 2 3 4 5 6
HzN P3| Po[ Py [Pi [P [P3coon HaN Py[P3 [Pz [P [P [Pz COOM

Figura 1. Interaccién enzima-sustrato. A. El complejo enzima-sustrato liberard como
producto dos tripéptidos. B. Este complejo liberard un tetrapéptido y un
dipéptido. (Schechter & Berger, 1967).

2. Nomenc|atura y c|asi{icacién de las enzimas pwoteo[fﬂcas

El primer término con el que se denominé a las enzimas proteoliticas fue
proteasas y surgié a finales del siglo diecinueve como un término general que
abarcaba a todas las hidrolasas que actuan sobre los enlaces peptidicos. Mas
adelante un grupo de investigadores aleman sugirié el término proteinasas para
denominar a aquellas proteasas que tienen como sustrato a las proteinas y
peptidasas a aquellas enzimas que tienen como sustrato a los péptidos de menor
peso molecular. Sin embargo también fue utilizados el término peptidasa en un
sentido mas amplio, abarcando a todas las hidrolasas del enlace peptidico (Barrett,
2001). Dado que el uso del término peptidasa en un sentido amplio y otro
estrecho ha generado confusién, el Comité de Nomenclatura de Enzimas de la
Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB) ha
recomendado el uso de este término en un sentido general para todas las
hidrolasas del enlace peptidico.

La aceleracion de las investigaciones en el campo de las peptidasas y la
consiguiente velocidad de expansién del conocimiento en dicho campo no era

imaginable afios atrds. Ya en 1999 Barrett menciona que al momento pueden
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reconocerse unas 600 peptidasas diferentes y que nuevas peptidasas se descubren
dia a dia. Actualmente en MEROPS 6.90 (http://merops.sanger.ac.uk/index.htm)
encontramos mas de dos mil peptidasas con niimero de identificacion y cerca de
25000 secuencias.

A medida que un area de investigacion crece se hace necesario un sistema de
nomenclatura y clasificacion para facilitar el manejo de toda la informacién y que
permita la comunicacion entre las personas y el almacenamiento y bisqueda de
dicha informacién sin ambigiiedades. En este sentido los sistemas EC y
MEROPS, con diferentes criterios, ordenan, clasifican y reunen la informacion

acerca de las peptidasas.

2.1 J,—:-‘ sistema de c|a§i]Eicacién de peptiolasas EC

El Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB) ha indexado las enzimas con nimeros en un sistema que se
conoce como EC (del inglés: Enzyme Commission) agrupandolas en seis clases:
Oxidorreductasas (1), Transferasas (2), Hidrolasas (3), Liasas (4), Isomerasas (5)
y Ligasas (6).

Dentro de este sistema a las peptidasas le corresponde el numero 3.4 dentro de
la clase 3 de las enzimas hidroliticas o hidrolasas. Las peptidasas en la lista EC se

dividen en 13 subclases (Tabla 1).

SUEC|G§€ Tipo de peptiAasa

34.11 Aminopeptidasas

3.4.13 Dipeptidasas

34.14 Dipeptidil-Peptidasas y Tripeptidil-Peptidasas
3.4.15 Peptidil-Dipeptidasas

3.4.16 Carboxipeptidasas tipo serinico
3.4.17 Metalocarboxipeptidasas

3.4.18 Carboxipeptidasas tipo cisteinico
3.4.19 Omega peptidasas

3421 Endopeptidasas serinicas

3.4.22 Endopeptidasas cisteinicas

3.4.23 Endopeptidasas asparticas

3.4.24 Endopeptidasas metalicas

3.4.99 Endopeptidasas de tipo no conocido

Tabla 1. Sistema EC de clasificacién de peptidasas.
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Se reconocen dos grupos principales las exopeptidasas (3.4.11-19) que son
enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos y que actiian preferentemente o sélo si
existe un grupo terminal libre y las endopeptidasas (3.4.21-25 y 3.4.99) que
actian sdélo lejos del final de las cadenas polipeptidicas (URL:
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ EC34). Dentro de las exopeptidasas
las oligopeptidasas (3.4.19) son un grupo de enzimas cuya especificidad es

dependiente del tamaiio del sustrato.

2.2. J,;| sistema de c|a5i]Eicacién de pepticjasas MEQODS

El sistema EC tiene la desventaja de no tener en cuenta la existencia de grupos
estructurales que reflejen las relaciones evolutivas de las peptidasas miembro de
cada clase; por esta causa en 1992 Rawlings & Barrett comenzaron el disefio de
un sistema de clasificion de peptidasas que salva esa deficiencia y agrupa las
peptidasas teniendo en cuenta esta fundamental caracteristica. El sistema se va
perfeccionando durante algunos afios (Rawlings & Barrett, 1994 a,b y 1995 a,b)
hasta que en 1996 fue publicada en la WWW (URL: http://www.merops.co.uk)
como la base de datos de proteasas MEROPS. Este sistema de clasificacion tiene

en cuenta los conceptos de tipo catalitico, clan, familia y peptidasa (Tabla 2).

Nive| Degcripcién

Conjunto de familias en las que todas las peptidasas han

Clan evolucionado a partir de un unico ancestro. Las familias en el
mismo clan tienen en comun que las peptidasas que las integran
exhiben tipos de plegamiento similares

N Una familia incluye peptidasas que presentan homologia en la
Familia secuencia aminoacidica de la region encargada de la actividad
enzimética
Una peptidasa es un grupo de proteinas que muestran una
Peptidasa  actividad proteolitica particular y que estan muy estrechamente
relacionadas en secuencia

Tabla 2. Sistema MEROPS de clasificacién de peptidasas.

El concepto de tipo catalitico de una peptidasa depende de la naturaleza quimica
de los grupos responsables de la catalisis (Barrett et al., 2004a).

En los clanes y familias se agrupan peptidasas homologas. Un clan contiene una
o mas familias de peptidasas que muestran tener un origen comin, es decir que

estan relacionadas evolutivamente. La evidencia mds clara de homologia en el
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nivel de clan esta dada por la similitud en la estructura terciaria. En las familias,
las peptidasas estan agrupadas en base a la homologia de su secuencia
aminoacidica, particularmente en la zona de la molécula responsable de la
actividad enzimatica (Barrett et al., 2004a).

La mayoria de los clanes estan formados por peptidasas de un solo tipo
catalitico, por ejemplo el clan AA esta formado por varias familias de peptidasas
aspdrticas. Sin embargo algunos clanes pueden contiener dos o mas tipos
cataliticos, por ejemplo el clan PA contiene a la familia S1 que incluye la mayoria
de las proteasas serinicas y la enzima tripsina 2, que contiene un residuo de His en

lugar de Ser (Powers et al., 2002).

3. Los tipos cataliticos de las enJopeptiolasas

Las endopeptidasas se clasifican en base al mecanismo catalitico en
endopeptidasas aspdrticas (A), metaloendopeptidasas (M), endopeptidasas
cisteinicas (C), endopeptidasas serinicas (S) endopeptidasas treoninicas (T) esta
clasificacién coincide con el sistema EC y las subclases 3.4.23, 3.4.24, 3.4.22,
3.4.21 y 3.4.25 respectivamente, ademas existen un grupo de las endopeptidasas
aun no clasificadas (U, EC 3.4.99).

En los dos primeros grupos - peptidasas asparticas y peptidasas metalicas - el
nucleéfilo que ataca la unién peptidica es una molécula de agua unida al sitio
catalitico, los grupos funcionales que hacen posible la catalisis no se unen
directamente con el substrato. Por el contrario en las peptidasas del tipo cisteinico,
serinico y treoninico el grupo nucleofilico que inicia el ataque del enlace peptidico
es un atomo de oxigeno o de azufre de la cadena lateral de un aminoacido de la
estructura de la peptidasa (Barrett, 1999).

Es posible realizar una clasificacién inicial de una peptidasa recientemente
descubierta utilizando un grupo reducido de inhibidores de la actividad
proteolitica como el siguiente: PMSF (inhibidor de serinpeptidasas), E64
(inhibidor de peptidasas cisteinicas), pepstatina A  (inhibidor de
aspartilpeptidasas), 1,10-fenantrolina (inhibidor de metalopeptidasas). Luego de
esta primera aproximacién existen numerosos protocolos para obtener datos
mecanisticos tales como estudios de dependencia de la actividad con el pH,
estudios cinéticos, determinacion de la especificidad primaria de la proteasa

usando la cadena f de la insulina y otros (Dunn, 2001).
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3.0, Depticiasas cistefnicas

Las peptidasas cisteinicas estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza
proviniendo de distintas lineas evolutivas. Se las encuentra en animales, bacterias,
plantas y virus donde cumplen una amplia gama de funciones. Entre los ejemplos
mejor conocidos se encuentran la papaina, la catepsina B, y las caspasas humanas.

Estas peptidasas hidrolizan la unién peptidica mediante el ataque del enlace por
un sulfidrilo de un residuo de cisteina (Cys25 del sistema de numeracién de la
papaina) que actiia como nucledfilo, para esto se requiere ademas un protén donor
(base general) que es aportado por un residuo de histidina (His159 del sistema de
numeracion de la papaina). En algunas familias sélo esta diada catalitica parece
ser esencial, mientras que en otras existe evidencia de que se requiere un tercer
residuo para orientar el anillo imidazdlico de la histidina (Rawligs & Barrett, 2004
a). Este tercer miembro es un residuo de asparagina para el clan de la papaina
(CA), mientras que otros clanes tienen un residuo de acido glutdmico. Continuan
sin dilucidarse importantes rasgos del mecanismo catalitico de este tipo de
peptidasas y todavia no se le ha asignado un papel preciso al tercer residuo de la
triada (Polgar, 2004 a). Se sabe sin embargo que el mecanismo implica dos pasos:
A) formacion (4cido-catalizada) de un tioester de la acil-enzima intermediario
(estado de transicion tetraédrico) y lanzamiento concomitante de la amina clivada.
Este intermediario tetraédrico se forma cuando el grupo tiol nucleofilico de la
cisteina del sitio activo ataca el carbonilo del grupo amida del substrato. B)
hidrélisis (base-catalizada) del tioéster con el subsiguiente lanzamiento del acido

carboxilico y la regeneracion de la enzima libre (Giles et al., 2003).

3.2. Depti&asas serinicas

Las peptidasas serinicas han sido las enzimas proteoliticas mas extensamente
estudiadas, ejemplo de estas son la quimotripsina y la subtilisina. Se las puede
encontrar en eucariotas, procariotas, arquebacterias y virus. Los diversos procesos
fisiolégicos en los que actiian requieren enzimas con amplia especificidad de
sustrato como las enzimas digestivas, enzimas que reconocen una secuencia
especifica como un conjunto de cinco aminoacidos particulares o enzimas que
reconocen y actian sobre una unica proteina (Hedstrom, 2002 b).

En estas peptidasas el mecanismo catalitico depende del grupo hidroxilico de un

residuo de serina (Ser195 del sistema de numeracion de la quimotripsina) que
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actiia como nucléofilo y ataca el enlace peptidico (Dunn, 2001). El sitio activo
esta compuesto en algunos clanes por una triada catalitica Asp-His-Ser que, como
en el caso de las peptidasas citeinicas, incluye un donor de protones del residuo de
histidina. Esta triada se ha encontrado en al menos cuatro contextos diferentes
indicando que esta maquinaria catalitica evolucioné como minimo en cuatro
oportunidades. Mas recientemente se han descubierto otras serinpeptidasas que
requiere de una diada catalitica Ser-Lys o Ser-His o las triadas Ser-His-Glu, His-

Ser-His (Hedstrom, 2002 b; Rawlings & Barrett, 2004 b).

3.3. Depti&lasas treoninicas

Las endopeptidasas treoninicas comparten un plegamiento caracteristico y un
novedoso mecanismo catalitico con un residuo de treonina N-terminal que actia
como nucledfilo (Ntn hidrolasas). La mas intrigante de estas Ntn peptidasas es
constituyente del proteosoma (presente en células eucariotas, archaebacterias y
bacterias) que es un complejo cilindrico con subunidades cataliticas y no
cataliticas que reconoce proteinas mal plegadas y las digiere hasta péptidos
pequefios cuando han sido marcadas con ubiquitina (Rivett & Mason, 1999,
Polgar, 2004 b). Todas las proteasas treoninicas estan incluidas en el clan mixto
PA.

3.4. Me’ca|opepti&a§a§

Muchas de las enzimas que contienen sitios metalo-activos cataliticos
desempefian papeles importantes en procesos celulares tales como reparacién de
tejidos, maduracion de proteinas, regulacion de los niveles hormonales, control
del ciclo celular y degradacién de proteinas (Holz et al, 2003). Las
metalopeptidasas pueden ser divididas en dos grandes grupos teniendo en cuenta
si requieren uno o dos atomos de metal para producir la catalisis. En este ultimo
caso se habla de que los dos iones metalicos actian co-cataliticamente (Barrett et
al., 2004b)

3.5. Deptijasag aspdrticas

Las peptidasas asparticas (PAs) han sido extensamente estudiadas y
caracterizadas y estdn ampliamente distribuidas entre vertebrados, plantas,

levaduras, nematodos, parasitos, hongos y virus (Dunn, 2002).
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Clan Residuos cataliticos Plegamiento
AA Asp, Asp (o His) doble barril B (o0 dimeros de barriles B simples)
Familias Al Pepsina A (Homo sapiens)
A2 Retropepsina de HIV-1
A3A Endopeptidasa del virus del mosaico del coliflor
A3B Proteasa putativa del virus bacliforme
A9 Spumapepsina (spumaretrovirus humano)
All Transposon copia (Drosophila melanogaster)
Al2 Endopeptidasa del retrotrasposon bsl (Zea mays)
Al6 Peptidasa Tas de retrotrasposon (Ascaris
lumbricoides)
Al7 Peptidasa Pao de retrotrasposon (Bombyx moris)
Al8 Proteinasa putativa del retrotrasposon Skippy
(Fusarium oxysporum)
Clan Residuos cataliticos Plegamiento
AB Asp (o Glu), Asn “sandwich” B
Familias A6 Endopeptidasa de Nodavirus
A2l Endopeptidasa de Tetravirus
Clan Residuos cataliticos Plegamiento
AC Asp, Asp Desconocido
Familia A8 Peptidasa sefial 11 (Escherichia coli)
Clan Residuos cataliticos Plegamiento
AD Asp, Asp Desconocido
Familias A22 Presenilina 1 (Homo sapiens)
A24A Peptidasa tipo M1 prepilina tipo IV
(Pseudomonas aeruginosa)
A24B Peptidasa preflagelinica (Methanococcus
maripauldis)
Clan Residuos cataliticos Plegamiento
AF Asp, Asp, Asp, His cilindro p
Familia A26 Omptina (Escherichia coli)

Otras familias (clan A-)

A4
AS

Aspergilopepsina II
Thermopepsina (Sulfolobus acidocaldarius)

Tabla 3. Clanes y familias de las peptidasas asparticas. Para cada clan los residuos descriptos

como “residuos cataliticos” deberian nombrarse como ligandos de la molécula de agua
nucleofilica. Para cada familia la peptidasa citada es la peptidasa ejemplo tipica usada
para crear la familia en la base de datos MEROPS

De acuerdo con la base de datos MEROPS, las PAs se agrupan en 19 familias

diferentes (Tabla 3), sobre la base de la homologia de su secuencia aminoacidica,

las cuales estdn dentro de seis clanes diferentes segin sus relaciones evolutivas y

su estructura terciaria (Rawlings & Barrett, 2004c).
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3.5.1. Aspectos est‘r’uctura‘es

Las peptidasas asparticas pueden ser descriptas como proteinas bilobadas con el
sitio activo entre los dos dominios, la estructura terciaria de ambos dominios es
bastante similar aunque la secuencia aminoacidica muestra limitadas similitudes.
Las dos mitades de la enzima actian como estructuras de plegado independiente
moviéndose una respecto a la otra, cada mitad aporta un Asp de la diada catalitica
(ver mas adelante). La estructura de cada dominio puede ser descripta como una
serie de elementos de estructura secundaria que se repiten (Dunn, 2002; Rawlings
& Barrett, 2004c). Las peptidasas de virus RNA o de retrotrasposones son
proteinas monoméricas no bilobadas y se cree que requieren dimerizarse para ser

activas (Rawlings & Barrett, 2004c).

3.5.72. Mecanigmo catalitico

En la gran mayoria de las peptidasas asparticas son dos los residuos de acido
aspartico (Asp32 y Asp215 en la numeracion de la pepsina) que actian juntos para
unir y activar la molécula de agua (diada catalitica), pero en algunas enzimas otro
residuo reemplaza al segundo Asp (Rawlings & Barrett, 2004c). El mecanismo de
la hidrélisis del enlace peptidico (Fig. 2) ha sido establecido mediante estudios
estructurales de estas enzimas unidas a compuestos que mimetizan estados de
transicion al unirse al sitio activo. El nucléofilo que escinde la union peptidica es
una molécula de agua activada a ion hidréxido por el carboxilato, base general,
del Asp215; el carboxilo protonado del Asp33 presta asistencia electrofilica a
través de un puente de hidrégeno. Los grupos carboxilicos de los dos residuos
aspartato se encuentran aproximadamente coplanares y la molécula de agua unida
yace entre los dos en ese plano comun. Como consecuencia del ataque
nucleofilico se forma un intermediario tetraédrico. A continuacion se protona el N
del -NH; saliente conjuntamente con la regeneracion del estado protonado del

Asp33, esto esta acoplado a la liberacion de los nuevos grupos amino y carboxilo.
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Sustrato peptidico
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Figura 2. Mecanismo catalitico de petidasas asparticas

Finalmente se reasocian los grupos carboxilos del sitio activo con una nueva

molécula de agua (James, 2004).
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En las peptidasas de la familia A1 del clan AA la hendidura de union al sustrato
abarca 7 u 8 aminoacidos (P5 a P3’) con los Asp en posicion central. Esta
hendidura se forma donde se encuentran los dominios N y C terminales. Los dos
residuos de Asp comunmente se encuentran en el motivo Asp-Thr-Gly-Thr/Ser
esto es importante para establecer y mantener el ambiente del grupo carboxilico

(James, 2004).

3.5.3. Deptiolagas aspdrticas de p‘antas

Las PAs de plantas estan distribuidas entre las familias A1, A3, A1l y A12 del
clan AA, y la familia A22 del clan AD. La mayoria de las PAs de plantas
pertenecen a la familia A1, junto con las enzimas similares a pepsina de diversos
origenes (Rawlings & Barrett, 2004c). Han sido detectadas o purificadas de
especies de monocotiledoneas (por ejemplo: cebada, maiz, arroz y trigo) y de
diversas especies de dicotiledoneas (por ejemplo: Arabidopsis thaliana, Brasica
sp., cardos, cacao, naranja, espinaca, tabaco, tomate), también han sido
encontradas en Gimnospermas y en algas verdes unicelulares (Mutlu & Gal, 1999;
Simdes & Faro, 2004). Estudios de localizacién in situ han revelado que las PAs
no se distribuyen al azar dentro de la planta, sino que estain muy especificamente
localizadas en diferentes tejidos segun la especie (Simdes & Faro, 2004).

En comun con otros miembros de la familia A1, las PAs de plantas son activas a
pH acido, son inhibidas especificamente por pepstatina y tienen dos residuos de
acido aspartico responsable de la actividad catalitica. Sin embargo existen varios
rasgos estructurales y funcionales que hacen unicas a las PAs de plantas dentro de

las peptidasas asparticas (Simdes & Faro, 2004).

3.53.1. Organizacién de la estructura primaria

La gran mayoria de las PAs de plantas identificadas se sintetizan como
preproenzimas de cadena simple (Fig. 3) y son subsecuentemente convertidas a
enzimas maduras que pueden ser tanto monoméricas como heterodiméricas
(Mutlu & Gal, 1999). Los precursores se caracterizan por la presencia de una
secuencia seflal o péptido sefial N-terminal hidrofébico, responsable de la
traslocacion al reticulo endoplasmatico rugoso, seguido por un prosegmento de

alrededor de 40 aminoacidos, un dominio N-terminal y un dominio C-terminal
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separados por un inserto de aproximadamente 100 aminoacidos, llamada inserto

especifico de planta, PSI (Dunn, 2002; Simdes & Faro, 2004).

Il

pre pro dominio N-terminal PSI dominio C-terminal

Figura 3. Representacion esquemadtica del cDNA de la peptidasa aspartica de semillas de
cebada. Los rectangulos coloreados representan la region “pre” (péptido seiial),
la region “pro” (propéptido), el PSI (inserto especifico de plantas); en celeste se
observan los dos dominios de la enzima activa. Las posiciones de los Asp del
sitio catalitico estan seflaladas como DTG y DSG (Mutlu & Gal, 1999)

El prosegmento esta presente en todas las PAs y esta involucrado tanto en evitar
su actividad como en su plegado, ademas de actuar en la estabilizaciéon de la
enzima madura y en la localizacion intracelular de varios zimogenos.

El PSI es un inserto sélo identificado en PAs de plantas, semejante a las
saposinas y que normalmente se elimina durante la maduracion de las PAs (Dunn,
2002; Sim&es & Faro, 2004). Egas et al. y colaboradores (2000) encontraron que
el PSI recombinante es capaz de interactuar con las vesiculas fosfolipidicas y de
inducir la fusion de su contenido. Aun asi, el rol del PSI no ha sido
completamente esclarecido, Simdes & Faro (2004) proponen que tomaria parte en
los mecanismos de defensa contra patégenos y/o participaria en la muerte celular
en base a su capacidad de interactuar con membranas lipidicas. Sin embargo
White et al. (1999) encontraron que en la procyprosina recombinante el PSI tiene
como funcidn asegurar que el polipéptido naciente esté correctamente plegado y
sea capaz de activarse hasta ser una enzima madura.

En general las APs vegetales comparten la caracteristica de que los dominos N-
y C- terminales tienen una elevada identidad (sobre el 60%). En todas las PAs de
plantas que pertenecen a la familia A1l los dos motivos de secuencia catalitica son
Asp-Thr-Gly (DTG) y Asp-Ser-Gly (DSG), con la excepcion del alga verde
Chlamydomonas reinhardtii donde los motivos son DTG/DTG (Simdes & Faro,
2004).
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3.5.3.1. J:structm’a terciaria de las pept\dlasag asparticas de p]antag

El conocimiento de las estructuras cristalinas de las peptidasas aspéarticas es muy
reducido. Sélo se han determinado dos de ellas (Fig. 4), Cardosina A madura de
Cynara cardunculus (Frazio et al., 1999) y el precursor de la fitepsina de cebada,
profitepsina, conteniendo el prosegmento y el PSI (Kervinen ef al., 1999). Ambas
PAs maduras estdn constituidas por dos cadenas polipeptidicas y presentan
plegamientos similares o los que se encontraron para otras PAs. La estructura
secundaria consiste esencialmente en filamentos B con muy un reducido
porcentaje de a-hélice. El sitio activo estd ubicado en una profunda hendidura
entre los dos 16bulos de la molécula cada uno de los cuales contribuyen con una
secuencia motivo catalitica (DTG/DSG). Tres puentes disulfuro estabilizan la
estructura y ambas cadenas polipeptidicas se mantienen unidas por interacciones

hidrofébicas y puentes de hidrogeno (Simdes & Faro, 2004).

Figura 4. Representacion de cintas de estructuras cristalinas de peptidasas asparticas de
plantas. A. Estructura de cardosina A madura (C. cardunculus L.), en azul se
muestra la cadena pesada, la cadena liviana en rojo y los puentes disufuro en
amarillo. B. Estructura de profitepsina (H. vulgare L.), ¢l propéptido se muestra
en azul, la proteina madura en verde opaco (cadena pesada) y rojo (cadena
liviana), el PSI en verde brillante y los los puentes disufuro en amarillo.

Como en otras estructuras de PAs hay una region flexible conocida como “flap”
(del ingés tapa, solapa) que se proyecta hacia afuera sobre la hendidura del sitio
activo y encierra a los sustratos y a los inhibidores en el sitio activo (Rawlings &
Barrett, 1995). El PSI constituye una subunidad independiente en la estructura de
la profitepsina (Kervinen et al., 1999), esta estructura tridimensional del PSI,
como hemos mencionado, se parece a la de las proteinas semejantes a saposina, un
grupo de proteinas que unen lipidos involucradas en diversos procesos

fisiologicos (Egas et al, 2000).
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3.5.3.2. J:unciones Eio’égicag

Las funciones bioldgicas de las PAs atn no han sido bien establecidas, mas bien
son hipotéticas. Actualmente la mayor parte del conocimiento de las posibles
funciones se basa en estudios de colocalizacion con sustratos proteicos putativos,
en evidencias experimentales de procesamiento o degradacién de esos sustratos in
vitro y/o en la expresion especifica en ciertos tejidos o en determinadas
condiciones (Simdes & Faro, 2004). En general las PAs de plantas han sido
implicadas en el procesamiento y maduracion de proteinas de reserva o en la
degradacion durante la movilizacion de estas proteinas; en plantas carnivoras han
sido asociadas con la degradacion de las proteinas de los insectos atrapados; en
otras especies aparentemente participarian en senescencia, respuesta al stress,
muerte celular programada y en la interaccion polen-pistilo (Frazdo et al., 1999;

Mutlu & Gal, 1999; Ramalho-Santos et al., 1997; Simdes & Faro, 2004).

3.5.3.3. Deptio‘asag aspdrticas en o Familia Asteraceae

Los extractos acuosos de flores secas del género Cynara de la familia
Asteraceae Tribu XI. Cardueae Cass. (Cynareae Less.) han sido tradicionalmente
utilizadas en Portugal en la manufactura artesanal de quesos blandos de oveja,
como el Serra da Strela y el Serpa, altamente apreciados por su calidad (Barbosa
et al., 1981; Cordeiro et al., 1992). Peptidasas asparticas contenidas en estas flores
son las responsables de iniciar la coagulacion de la leche mediante el clivaje del

enlace Phe105-Met106 de la k-caseina (Faro et al., 1995).

5.5.3.3.1. Género Ct/mara L

Se han aislado PAs apartir de flores de varias especies del género Cynara, las
mas extensamente estudiadas han sido las de Cynara cardunculus L. (Heimgartner
et al., 1990; Verissimo et al., 1995). También se han encontrado PAs similares en
las flores de C. humilis L. (Esteves, 1995), C. algarbiensis L. (Pires, 1998) y de C.
scolymus L. (Pires, 1998; Llorente et al., 2004)

5.5.3.3.1.1. Cz/nara Car&/uncu/w L

La investigacion de las flores de Cynara cardunculus L. (cardo de Castilla) ha

mostrado que el tipo y la actividad de las fracciones en los extractos difiere
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dependiendo de los métodos de extracciéon y de el tipo de material de partida
(flores frescas o secas). Ademas extractos obtenidos de flores de plantas de
diversas ubicaciones producen distinta actividad proteolitica y coagulante de leche
(Cordeiro et al., 1992). Por cultivo de suspensiones celulares establecidas a partir
de hipocétilos de C. cardunculus también se han obtenido peptidasas, pero no se
traté de peptidasas asparticas sino de peptidasas del tipo cisteinico (Cordeiro et

al., 1991).

3.5.3.3.0.1.1. quvﬂosinag

Heimgartner et al. (1990) aislaron a partir de extractivos de flores secas de C.
cardunculus subsp. flavescens Wikl. realizados a pH 8,3 tres peptidasas con
actividad coagulante de leche que llamaron cynarasas 1, 2 y 3. El nombre
cynarasa fue reemplazado mas tarde por el de cyprosina, mas adecuado segin las
convenciones de nomenclatura de las peptidasas asparticas (Cordeiro er al.,
1998a). Las tres enzimas diméricas resultaron estar compuestas por una subunidad
pequefia y otra mayor: 32,5 + 16,5 kDa, 33,5 + 16,5 kDa y 35,5 +13,5 kDa,
respectivamente (Heimgartner et al., 1990); las tres estan glicosiladas con cadenas
que contienen manosa (Cordeiro et al., 1998a). Las peptidasas purificadas
muestran microheterogeneidad (especies proteicas de diferente pl, todos cercanos
a 4,0) al ser analizadas por electroforesis bidimensional: (Cordeiro ef al., 1994a).
En lo que conciermne a la especificidad, cyprosina 3 es la que mas se asemeja a
quimosina, la enzima animal mas utilizada para coagular leche en la fabricacién
de quesos. Si bien presenta mayor actividad proteolitica sobre leche bovina, por lo
que tiende a formar cuajadas mas suaves, cuando cyprosina 3 actiia sobre leche de
oveja muestra mayor actividad coagulante y especificidad de corte que quimosina
(Cordeiro et al., 1992). Como otras PAs las cyprosinas preferentemente clivan
enlaces peptidicos entre residuos hidrofébicos (Cordeiro et al., 1998b), muestran
mayor actividad a pH acido (maximo a pH 5,1 con péptidos de caseina marcada
con FITC) y son inhibidas por pepstatina A (Heimgartner et al., 1990).

Las cyprosinas estan especificamente localizadas en las células epidérmicas de
los estilos de las flores (Cordeiro et al., 1994 a).

Los genes que codifican para las cyprosinas se organizan como una familia de
multigenes que se expresan en las etapas tempranas del desarrollo floral. Como

hemos visto, se expresan como zimogenos con una secuencia sefial, un
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prosegmento, los dominios N- y C-terminales y el PSI (Cordeiro et al., 1994b).
Estas peptidasas han sido expresadas en Pichia pastoris y la enzima recombinante
madura resultd ser una mezcla microheterogénea (White er al., 1999) que se
puede utilizar en la preparacion de quesos de oveja (Fernandez-Salguero et al.,

2003).

3.5.3.3.1.1.2. Carolosinas

A partir de flores frescas de C. cardunculus han sido purificadas y
caracterizadas dos peptidasas asparticas: cardosina A y cardosina B (Faro et al.,
1995). Del total de la actividad enzimatica extraida a pH acido entre el 75 y el
90% corresponde a cardosina A, que en términos de especificidad y parametros
cinéticos es semejante a quimosina, mientras que cardosin B (10-25%) es
semejante a pepsina (Verissimo et al., 1995). Ambas enzimas son activas a pH
acido y son inhibidas por pepstatina A. Tanto cardosina A como cardosina B son
proteinas diméricas con una subunidad mayor de 31,0 y 34,0 kDa respectivamente
y una subunidad menor de 15,0 y 14,0 kDa respectivamente (Verissimo ef al.,
1996). Cardosina A tienen ambas cadenas glicosiladas mientras que cardosina B
so6lo tiene glicosilada la cadena pesada (Pires, 1998). La secuencia aminoacidica
de las dos cardosinas es similar pero no idéntica y difiere de la secuencia de las
cyprosinas (Verissimo et al., 1996). Al comparar las secuencias derivadas del
cADN de ambas cardosinas se obtiene un 73% de identidad (Vieira et al., 2001).
La estructura cristalografica de cardosina A determinada por difraccion de rayos
X revela que posee ¢l tipico plegamiento de las PAs (Frazdo et al., 1999). Ambas
enzimas se sintetizan como un precursor que por procesamiento proteolitico
pierde el prosegmento N-terminal y la secuencia interna PSI; la procardosina A
(64,0 kDa) ha sido aislada y caracterizada (Ramalho Santos et al., 1998).

El ARNm de las cardosinas se detecta en inflorescencias jovenes pero no en los
pistilos de inflorescencias completamente abiertas (Faro et al., 1999; Vieira et al.,
2001). La expresion de cardosina A ocurre esencialmente en los pistilos, en las
vacuolas de almacenamiento de proteinas de las papilas estigmaticas asi como
también en la gran vacuola central de las células del estilo desde el inicio del
desarrollo floral (Ramalho Santos et al., 1997). Cardosina B se acumula en los

pistilos hasta las ultimas etapas del desarrollo floral localizindose en las paredes
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de las células y en la matriz extracelular del tejido de transmision floral (Vieira et

al., 2001).

3.5.3.3.1.2. anara humilis L

En Espaiia flores de C. humilis L. son usadas en la manufactura de quesos tales
como Serena, Torta del Casar, Pedroches y Grazalema (Cordeiro et al., 1994a). A
partir de flores frescas de esta especie por extraccion acida Esteves (1995) aislo
una peptidasa aspartica semejante a cardosina A. Diversos autores han comparado
con la quimosina y con las peptidasas de C. cardunculus la utilidad de las
peptidasas de C. humilis como “cuajo” sobre leche de oveja y/o cabra (Vioque et

al., 2000; Silva y Malcata, 2000; Esteves et al., 2003).

3.5.5.5.1.3. anarg §Co/z/mU§ L

En el alcaucil se ha encontrado una peptidasa semejante a cardosina B (Esteves,
1995). Sin embargo tanto Llorente et al. (2004) como Sidrach et al. (2004)
estudiando esta variedad han encontrado tres enzimas glicosiladas, todas
peptidasas asparticas; estos ultimos investigadores las denominaron cynarasas A,

ByC.

3.5.35.3.2. @énero Cenfaurea L

A partir de flores secas de Centaurea calcitrapa L se aislé una peptidasa
heterodimérica glicosilada (30,0 + 16,0 kDa) que se inhibe con pepstatina A y que
expresa mayor actividad enzimatica entre pH 4,0 y 5,0 (Domingos et al., 1998).
Una peptidasa aspartica denominada cenprosina se expresa en flores frescas de la
misma especie, aunque también se expresa en menor medida en semillas y hojas.
La secuencia primaria del zimogeno, deducida a partir del cADN, presenta una
secuencia sefial, un prosegmento y la secuencia de la enzima madura, ademas del
PSI tipico de las PAs de plantas. El mencionado zimégeno (procenprosina) posee
50 kDa y se autoprocesa por protedlisis a pH 3,0 dando la peptidasa bicatenaria
madura (Domingos et al., 2000).

Lourengo et al. (2002) lograron la expresion de PAs en cultivo de pelos de raiz

de C. calcitrapa establecidos por infeccion con Agrobactrium rhizogenes.
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35.5.3.3.5. @énewo Onopor/um L

Tamer (1993) extrajo a pH 5,0 una fraccion activa de alrededor de 20 kDa a
partir de semillas y flores de Onopordum turcicum L., la que fue purificada
siguiendo una estrategia que incluyd: precipitacion con sulfato de amonio,
cromatografia de exclusion molecular e intercambio anidnico. La actividad
enzimatica de esta enzima es maxima a pH 5,0; pequeiias cantidades de CaCl,
aumentan su actividad coagulante de leche, mientras que altas concentraciones de
CaCl, asi como de NaCl la inhiben (Tamer, 1993). A partir de callos y
suspensiones celulares establecidos a partir de semillas germinadas Tamer y
Mavituna (1996) obtuvieron la expresion de proteasas pero no analizaron si se
trataba de peptidasas asparticas o de otro tipo catalitico.

También ha sido reportada actividad coagulante de leche debida a peptidasas
asparticas en extractos obtenidos a pH 3,0 de flores frescas de O. acanthium L.

(Vairo Cavalli et al., 2002).

3.5.53.3. 4. Género S‘/qéum AAans. nom. cons

Se ha logrado coagular leche con protoplastos y células inmovilizadas (Cabral et
al., 1984) o células libres (Fevereiro et al., 1986) obtenidas a partir de cultivo de
callos y suspensiones celulares utilizando como explanto el segundo par de hojas
de S. marianum (L.) Gaernt.. Ambos trabajos son preliminares desde el punto de
vista enzimoldgico pues no ha sido caracterizado el mecanismo catalitico de las

peptidasas responsables de la coagulacion.




Objetivos especificos

Los objetivos especificos del presente capitulo fueron:

b)

d)

Obtener preparaciones enzimaticas crudas de flores de Silybum marianum
(L)) Gaertn. (Asteraceae) como nueva fuente de peptidasas asparticas,

caracterizarlas parcialmente.

Purificar parcialmente los extractos crudos. Caracterizar las preparaciones
parcialmente purificadas en cuanto al efecto del pH y el agregado de
inhibidores sobre la actividad proteolitica. Determinar las mejores

condiciones para su conservacion y concentracion.

Purificar cromatograficamente la enzima de interés a partir de los

extractivos de Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae).

Determinar la especificidad de la proteasa usando la cadena B de la insulina
y el efecto del pH y de los inhibidores sobre la actividad con este sustrato.
Analizar el efecto del pH y de la temperatura sobre la actividad
endoesterolitica empleando un sustrato sintético. Determinar los parametros

cinéticos de la enzima purificada con el sustrato sintético.
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Silybum marianum (L.) Gaertn. (Fig. 1) conocida como cardo mariano, cardo
asnal o cardo blanco es una planta que pertenece a la familia Asteraceae y, dentro
de la misma, a la Tribu Carduae. Es una hierba anual de 1,0 a 2,2 m de altura, con
tallos robustos y hojas glabras o casi glabras de color verde marmoreado con
blanco y espinas aceradas en los margenes; las hojas basales son subarrosetadas,
grandes, lobuladas o pinatifidas, con lobulos espinoso-dentados, las hojas
caulinares son alternas, sésiles, oblongas, mas o menos lobadas y con apice y
margenes espinosos. Las flores son violiceas y se disponen en capitulos
terminales, poco numerosos, largamente pedunculados, de 4 a 6 cm de diametro;
el involucro es globoso, de unos 3 a 4 cm de altura, con bracteas terminadas en
una larga punta espinosa y extendida o dirigida hacia abajo. Los aquenios son
ovado-oblongos, algo comprimidos,
estriados, mas o menos rugosos, con disco

epigino notable, de unos 5 a 7 mm de largo;

el papus posee 13 a 14 mm de largo, es
blanco, caedizo y de pelos simples
(Marzocca, 1957).

La especie es originaria del sur y sudoeste
de Europa, oeste de Asia, norte de Africa,
Islas Canarias y Azores, naturalizada en
Argentina (Jujuy, Salta, Chaco, Corrientes,
Santiago del Estero, Santa Fe, Cordoba, Entre
Rios, La Pampa, Buenos Aires, Ciudad

Autonoma de Buenos Aires, Rio Negro y

Tierra del Fuego). Es frecuente encontrarla en

cultivos y ambientes modificados. Figura 1. Silybum marianum (L..) Gaertn.

Se recolectaron inflorescencias en los partidos de Tandil y La Plata (Pcia. de
Buenos Aires) durante los meses de octubre y noviembre de los afios 2000 a 2003.
El material recolectado fue caracterizado taxonémicamente por la Dra. Nancy

Apostolo y la Ing. Agr. Cristina Brutti, de la Universidad Nacional de Lujan.
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Se seleccionaron las inflorescencias maduras y se cortaron con tijera las partes
de las flores de color violeta. Dicho material se peso6 y rapidamente se utilizo en la

preparacion de los extractos crudos, como se detalla a continuacion.

2. Ogtencién del extracto CT’UAO

A fin de seleccionar el mejor método de extraccion de proteinas se trato el
material vegetal mediante dos métodos diferentes: a) trituracion de las flores en
homogenizador con buffer de extraccion y b) congelacion de las flores con N»
liquido en mortero seguido de trituracion hasta obtener un polvo fino al cual se le
agreg6 inmediatamente el buffer de extraccion.

En ambos casos la suspension obtenida se agitdé en bafio de hielo durante 30
minutos para favorecer la extraccion de las proteinas. La relacion volumen de
buffer/peso de flores fue igual a tres. Las suspensiones asi obtenidas se
clarificaron por centrifugacion durante 20 minutos a 5000 g y 4 °C para eliminar
los restos vegetales; a las soluciones resultantes se las denomin6 extractos crudos.

Como buffer de extraccion se probaron dos sistemas previamente empleados por
distintos autores para extraer proteasas asparticas de flores: a) citrico-citrato 0,1 M
de pH 3,0 (Faro et al., 1992) y b) fosfatos 0,1 M de pH 7,0 (Llorente et al., 1999).
Ambos sistemas contuvieron EDTA 1,0 mM como protector.

3. Dete'r’minacién del contenido en proteinas

3.1, I\/Iétocjo 0|e B'r’aA]EoroJ

La determinacion de proteinas por este método (Bradford, 1976) permite la
valoracion de proteinas en extractos vegetales que frecuentemente contienen
sustancias de naturaleza fendlica e interfieren con el clasico método de Lowry
(Peterson, 1979). El mecanismo implica la union del colorante Coomassie Brillant
Blue G-250 a las proteinas, esta union produce un corrimiento del maximo de
absorbancia de 465 nm (forma roja del colorante libre) a 595 nm (forma azul del
complejo colorante-proteina), por lo que las lecturas se realizan a esta ultima
longitud de onda.

La composicion del reactivo se indica en la siguiente tabla:

2?
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Qea ctivo Je de ]EovJ

Coomasie Brilliant Blue -G 100 mg
Etanol 50 ml
Acido fosforico 85% p/v 100 m!
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Tanto los ensayos como los respectivos blancos de reactivos se realizaron por
triplicado. La concentracion de proteinas de la muestra se determind empleando
una curva de calibracidn realizada empleando albumina bovina (Sigma Chemical

Co.) como patron.

3.0.10. Macrométvo

Se mezclaron 50 ul de muestra con 2,5 ml de reactivo, se agitd en vortex y a los
10 minutos se leyo la absorbancia a 595 nm.

El rango de deteccion de proteinas de este método es de 100-900 pg de
proteina/ml.

3.1.2. Microméto&o

Se mezclaron 250 ul de muestra con 2,5 ml de reactivo, se agitd en vortex y a
los 10 minutos se leyo la absorbancia a 595 nm.
El rango de deteccion de proteina de este método es de 10-100 pg de

proteina/ml.

3.2. Métoolo del dcido bicincontnico

En algunos casos se utilizd el ensayo colorimétrico del acido bicinconinico
(BCA) para la cuantificacion de proteinas; este método combina la reduccion de
Cu? a Cu", causada por las proteinas en medio alcalino (reaccion de Biuret), con
la altamente selectiva y sensible reaccion colorimétrica de deteccidon del cation
cuproso por ¢l acido bicinconinico (Smith et a/., 1985). El complejo coloreado
exhibe una alta absorbancia a 562 nm, que es lineal con la concentracion de
proteinas dentro del rango de aplicacion del método.

Se mezclaron entre 50 y 100 ul de muestra con 2,0 mi de reactivo (BCA Protein

Assay Reagent, Pierce) completando con agua destilada hasta un volumen final de
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2,1 ml por tubo de reaccion, se agitdé en vortex, se incubo durante 30 minutos a
37°C y se leyo la absorbancia a 562 nm. Los ensayos y los respectivos blancos de
reactivo se realizaron por triplicado. La cantidad de proteinas se determind
empleando una curva de calibracion en la que se utiliz6 albumina bovina como

patron. El rango de deteccion de proteinas por este método es de 20 a 2000 pg/ml.

4. Deferminacién de la actividad pro’ceohtica con distintos sustratos

4.1, Activicjacl coagu|ante cje |ecl1e

Se prepar6 una solucion con leche descremada al 10% (Sam Regim) en solucion
de CaCl, 10 mM. Se ensayaron distintas proporciones de extracto enzimatico y de
leche hasta encontrar la proporcidn Optima que resultdé de 100 pl de muestra por
cada ml de leche. La mezcla de reaccion se incubd a 30 °C hasta observar la
formacion de un coagulo macroscopico. Se emplearon extractivos de Cynara
scolymus (Llorente et al, 2004) para realizar los controles positivos de

coagulacion y buffer de extraccion para los controles negativos.

4.72. Ac’civiglaA sol)'r’e azocaseina

El sustrato consistid en una solucion al 2% (p/v) de azocaseina en buffers de
Good de pH 6,0 y 8,0, tanto en presencia como en ausencia de cisteina (20 mM).
La reaccion se inicio por el agregado de 0,25 ml de azocaseina a 0,15 ml de la
preparacion enzimatica, incubandose la mezcla a 37 °C durante 30 minutos. La
reaccion se detuvo por el agregado de 1 ml de TCA al 10%, que precipita las
proteinas. Luego de centrifugar los tubos de reaccion durante 15 minutos a 4.000
g se tomaron 0,9 ml del sobrenadante, se le afiadio 1,0 ml de NaOH 1,0 M y se
midio la absorbancia a 440 nm. Los ensayos en blanco se realizaron agregando en
primer término el 4cido tricloroacético.

Siguiendo el criterio de Sarath er al. (1989) para expresar la actividad
enzimatica cuando se utilizan sustratos proteicos, se definié una unidad arbitraria
(Unidad de azocaseina, U,;oas) que corresponde a la cantidad de enzima requerida
para producir un incremento de una unidad de absorbancia a 440 nm por minuto,

en las condiciones del ensayo.
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4.3. ActiviolaJ sobre kemog'ol)ina

Se utilizo la técnica de Anson (1938) ligeramente modificada (Vairo Cavalli es
al., 2005). Para obtener el sustrato (hemoglobina desnaturalizada por accion de
HCI) se agito durante 30 minutos una solucion conteniendo 0,5 g de hemoglobina
bovina (Sigma) en 20 ml de agua destilada con 2,5 ml de HCI aproximadamente
0,6 N. El pH deseado se obtuvo mediante la adicion de la cantidad necesaria de
NaOH al 2%. La solucion se llevo a volumen con agua destilada para obtener una
concentracion final de 2% en hemoglobina (Hb), esta preparacion puede ser
almacenada a 4 °C luego de ser estabilizada con timerosal al 2% (p/v).

La mezcla de reaccion conteniendo 0,1 ml de la preparacion enzimatica y 0,5 ml
de la solucion de hemoglobina desnaturalizada fue incubada durante 2, 5, 10, 20,
40 y 60 minutos a 30 °C y la reaccion se detuvo por el agregado de 1 ml de acido
tricloroacético al 5%. La mezcla se mantuvo en reposo durante 30 minutos a 4°C
y se centrifugd durante 20 minutos a 5.000 g. La absorbancia del sobrenadante se
leyé a 280 nm. En todos los casos fueron realizados ensayos en blanco agregando
en primer término el 4cido tricloroacético.

Al igual que con azocaseina para el uso de Hb como sustrato, se definié una
unidad arbitraria (Unidad hemoglobinolitica, Uyp,), que corresponde a la cantidad
de enzima requerida para producir un incremento de una unidad de absorbancia a

280 nm por minuto, en las condiciones del ensayo.

4.4, Ac’civicla0| soL)'r’e caseina

El sustrato se prepar6 suspendiendo 1 g de caseina tipo Hammarsten (Research
Organics) en 100 ml de solucion buffer. Luego de homogeneizar la suspension se
la colocé en un baiio de agua fria que fue llevado a ebullicion y mantenido en esas
condiciones durante 20 minutos. La solucidn resultante se filtr en caliente por
papel y se utilizé el mismo dia en que fue preparada.

La mezcla de reaccion consistio en 1,1 ml de solucion de caseina al 1% y 0,1 ml
de la preparacion enzimatica, ambas disueltas en buffer citrico-fosfato 0,1 M de
pH 6,6. La reaccion fue llevada a cabo a 30 °C y detenida por la adicion de 1,8 ml
de acido tricloroacético al 5% luego de lo cual los tubos fueron centrifugados

durante 20 minutos a 5.000 g, determinandose posteriormente la absorbancia de
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los sobrenadantes a 280 nm. En todos los casos fueron realizados ensayos en

blanco agregando en primer término el acido tricloroacético.

5. EFecto del tiempo de almacenamiento a l)ajas temperaturas

Extractos crudos de flores trituradas en mortero en presencia de N, liquido
extraidas a pH 3,0, segun se indico en el item 2, fueron fraccionados en alicuotas
de 0,5 ml que se guardaron a —20 °C para determinar su estabilidad durante la
conservacion. Durante los 2 primeros meses se descongelaron 2 muestras cada 7
dias y luego de este periodo se descongelaron 2 muestras cada 30 dias durante un
afio; en cada caso se determiné la actividad coagulante de leche residual como se

indicara en 4.1.

o} Se|eccic’>n del método para la eliminacion de pigmentos

Con el fin de eliminar pigmentos y otros compuestos de naturaleza fendlica
presentes en abundancia en el extracto crudo se ensayaron dos métodos: a)
tratamiento con carbon activado y b) cromatografia de exclusion molecular.

La eleccion del método se basé en la mejor recuperacion de actividad

coagulante de leche luego de la eliminacidn de los pigmentos.

6.1. Tratamiento con carl)én ac’civaolo

Se empleo el método utilizado por Llorente e al. (2004). El carbon se activo en
estufa a 180°C durante 2 h y la cantidad empleada fue el 10% p/v del extracto
crudo a clarificar.

El carbdn activado se puso en contacto con el extractivo en cinco ciclos de 30
segundos de agitacion en vortex y 30 segundos de reposo en bafio de hielo, hasta
completar 5 minutos totales de tratamiento luego de los cuales se dejo sedimentar
el carbon durante 30 minutos a 4 °C. Las muestras se centrifugaron durante 60

minutos a 16000 g y 4 °C.
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6.2. T‘r’atamien’co en co|umna cJe Sep"mcjex G—’25
621, D‘rleparacién cje| ge| y armaclo cje |a columna

Se pesaron 10,5 g de Sephadex G-25 F (Pharmacia) y se le agregaron 100 ml de
H,0. El gel se dejé hinchar 1 hora a bafio de Maria, descartando el sobrenadante
acuoso y agregando luego un volumen de buffer citrico-citrato 50 mM de pH 3,0
para resuspender el gel. Para el empaquetado de la columna (K15/30 Pharmacia)
se dispuso la misma verticalmente dentro de una camara fria y se vertio
cuidadosamente la suspension del gel previamente desgasificado. Se abrio la
salida de la columna para permitir la decantacion del gel y se conecté un
reservorio con buffer citrico-citrato 50 mM de pH 3,0 desgasificado, haciendo
pasar el volumen necesario para equilibrar el gel al pH seleccionado.

El correcto empaquetamiento de la columna se verificd sembrando y corriendo 1
ml de una soluciéon de Blue Dextran disuelto en el mismo buffer. El colorante
permitid ademas determinar el volumen muerto de la columna por ser una
molécula de peso molecular muy elevado que queda excluida de las particulas del

gel.

622 Siemb‘r’a y desarrollo del cromatograma

Se sembraron 10 ml de muestra (menos del 30% del volumen de columna) con
bomba peristaltica a una velocidad de flujo de 0,45 ml/min. Se conecto la salida
de columna a un colector automatico de fracciones (Gilson) y se recolectaron
fracciones de 1,8 ml de muestra por tubo.

Luego de sembrada toda la muestra se eluyé con el mismo buffer (citrico-citrato
50 mM de pH 3,0), empleando la bomba peristaltica a la misma velocidad de
flyjo.

A cada una de las fracciones colectadas se le determind la absorbancia (260,
280, 330 y 535 nm), la actividad coagulante (item 4.1) y la actividad proteolitica
con Hb a pH 4,0 (item 4.3). Las fracciones con actividad coagulante fueron
reunidas y conservadas para su posterior uso y constituyeron el “extractivo
enzimatico parcialmente purificado”.

La regeneracion de la columna se realizo pasando por la misma un volumen de

NaCl 2 M y lavando luego con agua destilada (A.D.) hasta que el eluato no
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presentara absorbancia a 280 nm. La columna se guardé en camara fria con
timerosal 0,02% en NaCl 0,5 M.

6.2.3 Andhsis de los extractivos parcialmente puriFicaclos

Con el fin de evaluar el resultado del proceso de eliminacion de los compuestos
de naturaleza fendlica por cromatografia de exclusién molecular se determinaron
los espectros ultravioleta y visible del extracto crudo y de la preparacion
enzimatica despigmentada empleando un espectrofotometro Agilent 8453 E
(Agilent Technologies).

Por otra parte, la actividad enzimatica residual delextractivo parcialmente
purificado se determino midiendo el tiempo de coagulacidon de leche (item 4.1)
mientras que el contenido de proteinas luego del tratamiento se midié empleando
el método de Bradford (item 3.1).

62.3.1. J;]Eecto del pJ,—‘ sobre la actividad proteoll’tica empleancjo
L\emoglolaina como sustrato

El perfil de pH caracteristico del extracto parcialmente purificado se determiné
utilizando hemoglobina al 2% como sustrato empleando la técnica descripta en el
item 4.3. El rango de pH ensayado fue 1,9 - 5,8 con intervalos de 0,5 unidades de
pH. La amplitud del rango de trabajo estuvo definido por la solubilidad de la

hemoglobina. En todos los casos se realizaron blancos de reaccion.

7. l_io]ci]izacién de las preparaciones enzimaticas pa‘r’cialmente puri}ticaolas

Para seleccionar el buffer a emplear en el proceso de liofilizacién se ensayaron
dos sistemas diferentes: a) acido citrico-citrato de sodio (50 mM) de pH 3,0 y b)
acido acético-acetato de amonio (50 mM) de pH 4,0. En el primer caso la muestra
consistié en el extractivo enzimatico parcialmente purificado tal como se indicd
en el item 6.2 sin ninguna modificacion y en el segundo caso la misma fue
obtenida reemplazando en la cromatografia de exclusién molecular el buffer
original por el buffer acetato.

En ambos casos las preparaciones se dividieron en alicuotas de 500 pl, se
colocaron en tubos tipo eppendorf con las tapas perforadas y se congelaron a

-80 °C. La liofilizacion se llevd a cabo en un equipo FD4 Heto (Lab Equipment).
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Para reconstituir los extractivos se emplearon 500 ul de buffer citrico-citrato (50
mM) de pH 3,0 cuando se trato de la muestra preparada en buffer acetato (ya que
se trata de un sistema volatil que se elimina durante la liofilizacion), en tanto que
la muestra que se encontraba disuelta en buffer citrico-citrato se disolvié en igual
volumen de agua destilada. Sobre los extractivos reconstituidos se determino la
actividad coagulante de leche (item 4.1) y la actividad enzimatica residual

empleando hemoglobina como sustrato (item 4.3).

8. é{:ocjos ole concentracién cJe |as reparaciones enzimdticas
prep
parcialmen’ce puri\ticacjas

Para establecer la mejor técnica de concentracion de la muestra se evaluaron tres
métodos: a) precipitacion con acetona y redisolucion en buffer, b) eliminacion de
agua por hidratacion de Sephadex G-25 seco y c) liofilizacién. En todos los casos
la muestra de partida fue extracto enzimatico parcialmente purificado de pH 3,0.
La evaluacion de los métodos se realizo por medida de actividad coagulante de
leche (item 4.1), actividad hemoglobinolitica (item 4.3) y determinacion de

proteinas por el método de Bradford (item 3.1).

8.1 Drecipi’cacién con acetona y vedisolucion en EUFFeY'

Se precipitaron 4,0 ml de muestra mediante el agregado de 5 volumenes de
acetona fria (-20 °C). Se trabajo dentro de una camara fria (4 °C) y la adicion de
acetona se realizo gota a gota y con agitacion suave y permanente para evitar la
elevacion de la temperatura al diluirse la acetona lo que podria inactivar la
enzima. Una vez concluido el agregado de acetona la suspension se dejo decantar
durante 30 minutos a -20 °C, luego se centrifugd durante 10 minutos a 10.000 gy
4 °C. Se descarto el sobrenadante y se elimino la acetona remanente en desecador

al vacio durante 10 minutos. El precipitado asi obtenido se redisolvio en 1 ml de
buffer citrico-citrato (50 mM) de pH 3,0.

20



Capl’tu‘o L. Materiales 4 Metodos

8.2. Eliminacién de agua por hidratacion de Seplmc:lex (—;-'25

A 0,75 g de Sephadex G-25 F (Pharmacia) se le agregaron 4,0 ml de muestra, se
mezclé y se mantuvo en bafio de hielo durante 45 min. Luego se centrifugo

durante 5 min a 5.000 g y 4 °C, recuperandose el sobrenadante.

8.3. Lio]tihzacién

Las muestras disueltas en buffer citrico-citrato obtenidas por liofilizacion segun

se indico en 7 se reconstituyeron con 125 ul de A.D.

Q. Electro]coresis desnaturalizante - discontinua (SDSDA@E)

Q.1 E|ectro]toresis desnaturalizante — discontinua en condiciones

rea‘uc’covas (métvo con Tricina)

Para la realizacion de estas electroforesis se empled el método de Laemmli

(1970) con algunas modificaciones.

Q.11 Drepa'r’acién de las muestras

Alicuotas (200 pl) de las preparaciones enzimaticas colocadas en bafio de hielo
se precipitaron agregando 5 volumenes de acetona fria (-20 °C). Las suspensiones
obtenidas se dejaron toda la noche a -20 °C para favorecer la sedimentacion y
luego se centrifugaron durante 20 minutos a 10.000 g y 4 °C. El sobrenadante se
descarto y la acetona remanente se elimind en desecador con vacio durante 10
minutos. Los precipitados asi obtenidos se redisolvieron en 50 ul de buffer de

muestra conteniendo SDS y 3- mercaptoetanol como agentes desnaturalizantes.

BUF]EeY’ de muestra

Tris 0,787 g

Glicerol 8 ml

SDS 2g

B-mercaptoetanol 5ml

Azul de bromofenol 2mg
Se lleva a pH 6,8 con HCI IN

Aguac.s.p. 100 ml
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Las muestras se llevaron a ebullicion durante 5 minutos en bafio de Maria y se
centrifugaron durante 3 minutos a 10.000 g y 4 °C para ser luego sembradas en un
gel de poliacrilamida al 14%. Cuando las muestras se calientan en exceso de SDS
y un reactivo tiolico como el - mercaptoetanol, el SDS se une a la mayoria de los
polipéptidos en una relacion constante que depende del peso de dicho polipéptido.
De esta forma la densidad de carga se hace practicamente idéntica y la migracion
electroforética pasa a depender solo del tamaiio, permitiendo la determinacion del

peso molecular de los polipéptidos separados empleando patrones de PM.

Q.1.2. D'r’epa'r’acién cle los ge]es

Los geles se moldearon empleando el soporte provisto a tal efecto con el equipo
Mini-Protean III (Bio-Rad), en placas de vidrio de 7 cm x 8 cm y separadores de
0,75 mm de espesor. En un primer paso se permitié que polimerizara el gel de
resolucion y luego se hizo lo propio con el gel de "stacking" o apilamiento. La
composicion de las soluciones necesarias para la preparacion de ambos geles y el

desarrollo de la electroforesis se describen a continuacion.

So|ucio’n maoive ole Acri|amioja-8isacrilami£a (30:0,8)

Acrilamida 30g
Bisacrilamida 08¢g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Esta solucion, luego de filtrada, puede conservarse hasta 2 meses en frasco color

caramelo y 4 °C.

BU}E\Ee-ﬂ del gel de vesolucion
Tris 36,3g
Se lleva a pH 8,8 con HCI IN
Agua c.s.p. 100 ml
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Acrilamida-Bisacrilamida (30:0,8) 3,5ml
Buffer del gel de resolucion 0,94 ml
SDS 10, p/v 75 ul
Agua destilada 2,68 ml
Se mezcla suavemente y se agregan los agentes polimerizantes:
TEMED 4l
Persulfato de Amonio 1,5%, p/v 0,38 ml
Bu}EFer del ge| de Stacl{ing
Tris 6,05¢g
Se lleva a pH 6,8 con HCI IN
Agua c.s.p. 100 ml
Ge| de chacLLing 5%
Acril-Bis (30:0,8) 1,16 ml
Buffer de stacking 0,87 ml
SDS 10%, p/v 70 w
Agua destilada 4,53 ml
Se mezcla suavemente y se agregan los agentes polimerizantes
TEMED 4 ul
Persulfato de amonio 1,5% 0,35ml

Q.1.3. Aplicacic’m de las muestras

Las calles se lavaron dos veces con buffer de reservorio antes de la siembra y

luego se aplicaron las muestras (5 a 10 pl) con jeringa Hamilton.

BU}EFG’Y’ de reservorio (concentrao‘o) concentrada

Tris
Glicina
SDS

Agua c.s.p.

30¢g
144 ¢
1,0g
100 mli

La solucion obtenida se filtré y almaceno a 4 °C. Antes de usar se diluyo 1/10.

Capftu|o |- Ma’ce*r’ia‘es y MétoJos
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Q.1.4. ConJiciones de corrida

La electroforesis se desarrollo en un equipo Mini-Protean III Dual Slab Cell
(Bio Rad). Los reservorios anddico y catddico se llenaron con buffer de reservorio
de pH 8,3.

La corrida se realizo en dos etapas de intensidad de corriente constante; la
primer etapa, a 20 mA por placa, finalizé cuando el frente de corrida abandon¢ el
gel de stacking; la segunda etapa se corrio a 30 mA por placa evitando superar los
200 V. La electroforesis finalizé cuando el frente de corrida lleg6 al borde inferior

del gel (aproximadamente 45 minutos).

0.1.5. Eijacién y coloracién

Una vez completada la corrida, los geles fueron sumergidos durante 2 h en la
solucion colorante de Coomasie Blue R-250 que actiia también como fijadora. Los
geles tefiidos fueron sometidos a sucesivos lavados con solucion decolorante hasta
obtener un fondo incoloro. La sensibilidad de la tincion es de hasta 0,2 ~0,5 ug de

proteina para las bandas muy agudas.

So|ucién colorante

Acido acético glacial 10 ml
Etanol 40 ml
Coomassie brilliant Blue R-250 100 mg
Agua destilada c.s.p. 100 ml

La solucion se filtro antes de ser usada.

So‘ucién ojeco‘orante

Acido acético glacial 10 ml
Etanol 25 ml
Agua destilada c.s.p. 100 ml

0.1.6. chquisicién de imdgenes y deshidratacion de los geles

Los geles fueron escaneados empleando un escaner UMAX modelo Astra 610P.
Con el objeto de lograr una buena conservacion los geles se deshidrataron
mediante inmersion en un recipiente con glicerol al 40% durante 1 h a temperatura

ambiente luego de lo cual se colocaron entre films plasticos, evitando la
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formacion de burbujas; por fuera de los films se colocaron papeles de filtro
formando un “sandwich”. Sobre el conjunto se colocd un peso tal que la presion
gjercida fuera de aproximadamente 7,5 g/cm’ y se mantuvo durante 3 dias en esas
condiciones. Cuando los geles estuvieron suficientemente deshidratados se
sellaron los bordes de los films con cinta de enmascarar lo que permite su

manipulacioén y conservacion.

Q.1.7. Es{timacién de los pesos moleculares

Para la determinacion de los pesos moleculares se sembr6 en los geles una
mezcla de proteinas estandar con pesos moleculares comprendidos entre 97,4 y
14,4 kDa (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range, BioRad). Los
geles fueron escaneados, obteniéndose los correspondientes densitogramas
mediante el empleo del software Scion Image (Scion Corporation,
http://www.scioncorp.com). Los pesos moleculares de los polipéptidos se
estimaron empleando como curva de calibracion el grafico del log;o del peso

molecular de los patrones en funcion de la distancia relativa de corrida.

I >1'0[(>|'rm

Fosforilasa b 97.4
Albumina sérica 66,2
Ovoalbumina A 45,0
Anhidrasa carbonica 31,0
Inhibidor de la tripsina 21,5
Lisozima 14,4
0.2. J;Iect'r’o]toresis desnaturalizante — discontinua en condiciones

e (e e y no s (métoclo con Bicina)

h\ ., 1] I
Q.2.1. I-_-"r’epar'aoon de las muestras

Alicuotas de 200pul de las preparaciones enzimaticas se diluyeron con igual
volumen de buffer de muestra tal como se describe en el item 9.1.1 pero con doble
concentracion para realizar las electroforesis en condiciones reductoras. Para

preparar las muestras para la electroforesis en condiciones no reductoras se
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empled el mismo buffer sin p-mercaptoetanol. Todas las muestras se

centrifugaron durante 3 minutos a 10.000 gy 4 °C.

Q.2.2. Drepa‘r’acic’m ole |os geles

Se utilizo el equipo Mini-Protean III (Bio-Rad). Se prepar6 un gel de resolucion
al 12% en poliacrilamida con un gel de stacking al 4%. Las soluciones utilizadas

para la obtencién de los geles se prepararon como se indica a continuacion.

So'ucién madve de Acri‘amin—Bisacri‘amHa (?Q:I)

Acrilamida 29¢g
Bisacrilamida 1.0g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Ge‘ ole weso‘ucién 12%

Acril-Bisacrilamida (29:1) 4,0 ml
Buffer de resolucion (item 9.1.2) 1,65 ml
SDS 20%, p/v 0,1 ml
Agua destilada 4,35 ml
Se mezcla suavemente y se agregan los agentes polimerizantes
TEMED 10w
Persulfato de amonio 10%, p/v 0,1 ml
@e’ de S{aclﬁinq 4%
Acril-Bis (29:1) 0,7 ml
Buffer de stacking (item 9.1.2) 1,5 ml
SDS 20%, p/c 50 wl
Agua destilada 2,8 ml
Se mezcla suavemente y se agregar los agentes polimerizantes
TEMED 5 ul
Persulfato de amonio 10%, p/v 50 i

0.2.3. Aphcacién de las muestras

Las calles se lavaron dos veces con buffer de reservorio antes de aplicar las

muestras con jeringa Hamilton (volumen de siembra 18 pul).

35



Capftu|o |- Ma’ce‘r’iales y MétoJos

BuF}Eer de reservorio, solucidn concentrada (pH 8,5)

Tns 12,11 g
Bicina 16,32 g
Agua c.s.p. 100 ml

La solucion se filtré y almaceno a 20 °C. Antes de usar se diluyo 1/10.

0.2.4. Conoliciones de corrida

La electroforesis se desarrolldé en dos etapas de intensidad de corriente
constante; la primer etapa, a 20 mA por placa, finalizo cuando el frente de corrida
abandoné el gel de stacking; la segunda etapa se corrié a 30 mA por placa,
evitando superar los 200 V, hasta que el frente alcanzo el borde inferior del gel

(aproximadamente 45 minutos en total).

0.2.5. Eijacién, coloracion y secado de ge'es

Una vez completada la corrida los geles fueron sumergidos durante 2 horas en la
solucion colorante Coomassie Blue R-250 y luego fueron lavados con solucién
decolorante (item 9.1.5). En los casos en que fue necesario se colored mediante la
tincion de plata que alcanza una sensibilidad hasta 100 veces mayor que la tincion
de Coomassie Blue R-250 (Hames, 1996).

Luego de ser coloreados los geles se escanearon y se deshidrataron en la forma

antes descripta (item 9.1.6).

0.2.5.1. MétocJo de tincion con plata

Para realizar la coloracion con plata se sigui6 el método de O’Conell y Stults
(1997) que se basa en la union de los iones plata a las proteinas y su posterior
reduccion; luego, gracias a las propiedades quimicas del tiosulfato que forma
complejos solubles de plata se elimina el color de fondo inespecifico

"background" producido por precipitacion de sales insolubles.
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0.2.5.1.1. ijacién

Las proteinas fueron fijadas por inmersion de los geles en solucidn fijadora
durante 30 minutos, esta operacion se repitié 3 veces. Esta etapa previene la

difusion de las proteinas y remueve sustancias interferentes.

So'ucién ]EijaJO‘r’a

Acido acético 10 ml
Etanol 30 ml
Agua c.s.p. , 100 ml

Q.’2.5.|.’2.|_avacjo y sensibilizacién de los ge|es

Luego de fijados los geles se lavaron en primer lugar con etanol al 20% durante
10 minutos y luego con agua destilada por otros 10 minutos para eliminar el acido
acetico, cuya acidez interfiere en la siguiente etapa.

Con el fin de sensibilizar el gel, el mismo fue sumergido en una soluciéon de
tiosulfato de sodio (0,2 g/1) durante un minuto, luego de lo cual los geles se

lavaron dos veces con agua destilada para remover el exceso de tiosulfato.

0.2.5.1.3. Tratamien’co con p|a’ca

Los geles previamente sensibilizados fueron sumergidos en una solucion de
AgNO; (2,0 g/l) y se mantuvieron en oscuridad durante 30 minutos.
Posteriormente fueron lavados con agua destilada 5 veces durante 10 segundos

cada vez para remover el AgNO; en exceso.

0.2.5.1.4. Desa'r"r’o”o de la coloracion

Los geles se sumergieron en la solucion de desarrollo hasta que no se observo la
aparicion de nuevas bandas, evitando la sobrecoloracion del gel por deposito de

precipitados de AgS.
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So’ucio’n clemwo”aJora

Formaldehido 37% 70 pl
Na,CO; anhidro 30g
Na,S,0; I mg
Agua c.s.p. 100 ml

La reaccion se detuvo sumergiendo los geles en solucion de “stopping™ durante

1 minuto.

So|ucién de \\stoppingﬁ

Acido acético 2,5ml
Tris 50g
Agua c.s.p. 100 ml

0.2.0. Estimacién de los pesos moleculares

Para la determinacion de los pesos moleculares se utilizé como estandar una
mezcla de proteinas de amplio rango de peso molecular (Precision Plus Prestained
Protein Standards Broad Range, BioRad) conformada por proteinas
recombinantes de pesos moleculares entre 10 y 250 kDa (10, 15, 20, 25, 37, 50,
75, 100, 150 y 250 kDa).

10. |soe|ec’c'r’oen]toque

El isoelectroenfoque (IEF) es una técnica electroforética en la cual compuestos
anfotéricos son fraccionados de acuerdo a sus puntos isoeléctricos (pl) a lo largo
de un gradiente continuo de pH por lo que permite separar péptidos y proteinas
(Righetti et al., 1996).

1O.1. Dreparacién de las muestras

Dado que las muestras a sembrar deben presentar una fuerza idnica muy
reducida las mismas se desionizaron por precipitacion de las proteinas con 5
volumenes de acetona fria (-20 °C); las suspensiones fueron centrifugadas, el
sobrenadante eliminado y el precipitado redisuelto con agua nanopura. Dicho

tratamiento se repitié dos veces.

38



Capftu|o l- Ma’cewiales Y Métoo{os

10.72. Dveparacién de los ge|es

Se empleo la bandeja formadora de geles del equipo Mini IEF Cell, modelo 111
(Bio-Rad). A cada placa de vidrio se le adhirid6 un soporte para geles de
poliacrilamida (PAG film, BioWhittaker Molecular Applicaction) y el conjunto
fue colocado sobre la bandeja de armado de tal manera que el GelBond quede
hacia abajo.

Se prepar6 la mezcla de monomeros como se indica en la tabla.

So|ucio’n macl‘r’e cJe Acri|amiga~8isacri|amda

Acrilamida 2425 ¢
Bisacrilamida 0,75 ¢
Agua destilada c.s.p. 100 mi

Ge’ a} 5% (composicién por placa)

Mezcla de monoémeros (24,25:0,75) 1,00 ml
Glicerol 25% (v/v) 1,00 ml
Agua destilada 2,75 ml
Anfolitos (Pharmalyte 3-10) 0,25 ml

La solucion anterior se desgasificod durante 20 minutos con bomba de vacio y

luego se le adicionaron los reactivos polimerizantes indicados en el cuadro

inferior.
TEMED 1,5 ul
Persulfato de amonio10% 60 ul
Rivoflavina (solucion saturada) 200 pul

La mezcla de los reactivos debe realizarse con suavidad para no incorporar aire
que lentifica la polimerizacion. A continuacidn, utilizando una pipeta, se deposito
la mezcla de poliacrilamida entre el Gel Bond y la base de la bandeja evitando la
formacion de burbujas. Luego se dejo polimerizar durante 1 hora bajo luz

fluorescente.
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10.3. Ap'icacién de las muestras

Se coloco la cantidad adecuada (2-10 pl) de cada una de las muestras sobre el
gel con jeringa Hamilton y se esperé 5 minutos para permitir que penetren en el

mismo antes de iniciar la corrida.

10. 4. Desarro”o cJel |EE

Los electrodos de grafito se mojaron con agua nanopura y se colocé el gel, con
las muestras hacia abajo, apoyando la placa de poliacrilamida directamente sobre
la superficie de los electrodos.

El enfoque fue llevado a cabo en tres etapas a voltaje constante: a) 100 V

durante 15 minutos, b) 200 V durante 15 minutos y ¢) 450 V durante 60 minutos.

10.5. J,:ijacién, coloracién Y secado de geles

Al finalizar la corrida electroforética se coloco la placa inmediatamente en bafio
fijador durante 30 minutos, luego se colore6 durante 1 hora eliminando el exceso
de colorante con las soluciones decolorantes I y II (dos lavados de 15 minutos
cada uno) hasta la obtencién de un fondo incoloro. El gel fue secado con pistola

de aire.

So'ucién }Eijaolora

Acido sulfosalicilico 4¢
Metanol 30 ml
Acido tricloroacético 125¢g
Aguac.s.p. 100 ml

So|ucién co}owante

Acido acético glacial 10 ml
Etanol 27 ml
Coomassie Brilliant Blue R-250 40 mg
CuSO, 500 mg
Aguac.s.p. 100 ml
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So| ucién decolorante ’

Acido acético glacial 7 ml
Etanol 12 ml
CuSOy4 500 mg
Agua c.s.p. 100 ml

So’ucién Jeco]owante H

Acido acético glacial 7 ml
Etanol 12 mi
Aguac.s.p. 100 mi

10.6. Estimacién de los puntos isoeléctricos

Para la determinacion de los puntos isoeléctricos (pI) se utilizé como estandar

una mezcla de proteinas de amplio rango de pl (IEF-MIX 3,6-9,3, Sigma).

Pl

\
‘ ‘roteina

Amiloglucosidasa 3,6
Inhibidor de Tripsina 4,6
p-lactoglobulina A 5,1
Anhidrasa carbonica II (bovina) 5,9
Anbhidrasa carbdnica I (humana) 6,6
Mioglobinas (equinas) 6,8; 7,2
Lectinas 8,2;86; 8,8
Tripsinégeno (bovino) 9,3

Los geles fueron escaneados, se obtuvieron los correspondientes densitogramas
empleando el programa Scion Image y se determinaron los valores de pl
empleando una curva de calibracion realizada graficando los pl de las proteinas

estandar en funcion de la distancia recorrida desde el catodo.

. Zimograma

Esta técnica permite detectar cual de las bandas enfocadas presenta actividad
proteolitica poniendo en contacto, inmediatamente de corrido el IEF, los geles sin
fijar sobre un gel de agarosa embebido en hemoglobina al 2% como sustrato al pH
de maxima actividad enzimatica. Para realizar el zimograma se sigui6 la técnica

de Westergaar ef al. (1980).
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Mt Drepa‘r’acién cJe |as p|acas agarosa—hemog|ol3ina

Las placas de agarosa se prepararon sobre una pelicula de Gel-Bond para geles
de agarosa (Pharmacia) de un tamafio apenas mayor al del gel de poliacrilamida
del isoelectroenfoque. Sobre el lado hidrofilico del film se deposité una solucion
de agarosa al 1% en buffer citrico-citrato 50 mM de pH 4,0 (0,15 ml/cm?). Una
vez polimerizada la agarosa, la placa fue sumergida durante 20 minutos en una
solucion de hemoglobina al 2% del mismo pH (item 4.3); por Gltimo la placa fue

enjuagada con agua destilada y se dej6 escurrir durante 10 minutos.

1.2, Desa‘rmo”o cJe| zimog’r’ama

El gel de poliacrilamida fue apoyado sobre la placa de agarosa-hemoglobina,
evitando que se formen burbujas entre las superficies en contacto. El conjunto fue

colocado dentro de una camara hiumeda y llevado a estufa a 37 °C durante 1 hora.

1.3, l:ijacic’m

Una vez transcurrida la incubacion del zimograma los geles fueron separados y
la placa de agarosa-hemoglobina sumergida durante 60 minutos en solucion

fijadora cuya composicioén se indica a continuacidn:

So‘ucic’m {jijadora

Acido acético glacial 10 ml
Metanol 45 ml
Agua destilada c.s.p. 100 ml

4. Co|0'r’acic'm

Una vez fijadas las proteinas, la placa de agarosa-hemoglobina fue deshidratada
durante 20 minutos entre papeles de filtro Whatman 3MM bajo una presioén de
7.5 g/cmz, luego de lo cual fue secada con pistola de aire y sumergida durante 10-

30 minutos en la siguiente solucidn colorante:
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Solucién co‘ovante

Coomassie Brilliant Blue R-250 250 mg
Solucion fijadora c.s.p. 100 ml

La solucidn fue filtrada antes de su uso.

1.5. Deco|oracién

La decoloracion se realizé por inmersion de la placa de agarosa-hemoglobina en
la solucidn fijadora, que actia también como decolorante, durante 10 minutos y

luego se seco con pistola de aire.

12. Duri}ticacién cromatog‘r’a’l][ica

Con el fin de obtener las peptidasas asparticas purificadas se ensayaron tres
métodos cromatograficos basados en diferentes criterios: a) cromatografia de
afinidad empleando pepstatina-agarosa, la que permite la adsorcion selectiva de
endopeptidasas asparticas sobre la pepstatina, inhibidor especifico de este grupo
de proteasas, b) cromatografia de exclusion molecular que permite separar las
proteinas activas de otras proteinas y péptidos de menor masa molecular y de
pigmentos presentes en los extractivos y c¢) cromatografia de intercambio i0nico

mediante la cual se separan los polipéptidos segun sus propiedades de carga.

2.1 Croma’cogra\tfa de a]Einiolaol

12.1.1. Dreparacién de la columna cromatogra’Fica

Se empled una columna HR 5/5 (Amersham Bioscience) rellena con 1,0 ml de
pepstatina-agarosa (Sigma). La agarosa de la matriz del gel posee una bajisima
adsorciéon inespecifica y sus grupos hidroxilo derivatizados tienen pepstatina
unida covalentemente. La estructura de la matriz, con un entrecruzamiento del
4%, presenta amplios poros que permiten la interaccion con los ligandos atn en el
caso de moléculas de gran tamafio.

La columna se preequilibré con buffer glicina-HCI (0,1 M) de pH 3,0.
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12.1.2. Sieml}‘r’a y desarrollo de la croma’cogra}tl’a

Se sembraron 6,0 ml de muestra previamente despigmentada con Sephadex G-
25 como se indico en 6.2, empleando una bomba peristaltica a una velocidad de
flyjo de 0,45 ml/min.

La columna se lavo con 10 volumenes de buffer glicina-HCI (0,1 M) de pH 3,0
para remover las sustancias no ligadas y luego se equilibro el gel con buffer
glicina-NaOH (0,25 M) de pH 8,0.

El buffer alcalino se dejo en contacto con el relleno durante 30 min para lograr
que las peptidasas asparticas y sus precursores se separen de la pepstatina a la que
quedaron unidas. La cromatografia de afinidad es de maxima eficiencia cuando el
ligando tiene una constante de disociacion en solucion del orden de 10* a 10 M
con la enzima, por este motivo cuando las sustancias estan fuertemente unidas al
adsorbente —como en el presente caso- se debe detener el flujo después de aplicar
el eluente para mejorar la recuperacion.

La elucion se llevo a cabo mediante el agregado de 3,0 ml de buffer glicina-
NaOH (0,25 M) de pH 8,0 a una velocidad de flujo de 0,45 ml/min. El cambio de
pH altera el grado de ionizacion de los grupos cargados tanto del ligando como de
la proteina adsorbida lo que reduce la afinidad y permite la elucion. Se colectaron
en forma manual fracciones de 1,0 ml. El perfil de proteinas se monitore6 por

medida de la absorbancia a 280 nm.

i2.1.3. Qeconstitucién y conservacion cJe | columna

Luego de la corrida cromatografica la columna se lavé con 2 ml de urea 8 M,
agente caotropico, que permite eliminar moléculas que hubieran quedado
fuertemente ligadas al relleno. Finalmente se aplicaron 10 volumenes de agua
destilada a una velocidad de flujo de 0,2 ml/min y el relleno de la columna se

conservé en una solucion 0,5 M de NaCl conteniendo 0,02 % p/v de timerosal.
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12.2. C‘r’omatogra]tl’a cle exclusién mo|ecu|a‘r’

12.2.1. D'r’epa‘r'acién de la columna c*r’omajtog‘r’d{:ica

Se empled una columna HiLoad 16/60 Superdex S200 (Amersham Bioscience),
cuyo gel estd compuesto por una matriz de agarosa donde las propiedades de
exclusion estan principaimente determinadas por cadenas de dextranos y fracciona
proteinas globulares en un rango de 10 a 600 kDa.

La columna se adosé a un sistema FPLC (Pharmacia). Dicho sistema esta
compuesto por dos bombas P-500, una valvula de inyeccion V-7, una unidad de
programacion GP-250 Plus, un sistema de deteccidn de proteinas por absorbancia
a 280 nm (Control Unit UV-1 y Optical Unit UV-1) y un registrador (Rec 112).

La columna fue preequilibrada con 1 volumen de columna de buffer Tris-HCl

25 mM de pH 7,6 medido a 20 °C.

12.2.2. Aconalicionamiento de la muestra

El extracto crudo obtenido por trituracion con N, liquido a pH 3,0 (item 2 de
esta seccion) fue centrifugado durante 5 minutos a 2000 g y 4 °C y el

sobrenadante se filtro por membrana de poro de 0,45 um (Schleicher & Schuell).

12.2.3. Sieml:rr’a Y desarrollo de la C‘r'oma’cog'r’aFl’a

Se sembraron 4 ml de muestra a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La elucién
se realizd empleando 90 ml del mismo buffer con que fue preequilibrada la
columna trabajando también a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Los picos
eluidos que presentaron absorbancia a 280 nm fueron colectados en forma

manual.

12.2.4. Qecons’ci’cucién y conservacion Ae |a co|umna

Luego de la corrida cromatografica la columna se lavé con 200 ml de NaOH 0,1
M y con 60 ml de agua destilada conteniendo 0,05 % de azida sodica a una
velocidad de flujo de 0,2 ml/min.
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12.3. Cromatogra%a de intercambio anionico

12.3.1. D‘r'eparacién de la columna croma’cog‘r’a’{:ica

Se utilizd6 una columna Mono Q HR 5/5 preempacada con MonoBeads
(Amersham Bioscience), las pequefias particulas perfectamente esféricas de
poliestireno/divinil benceno hacen que este relleno tenga alta resolucion; a esta
ventaja se suma una elevada selectividad dada por el grupo intercambiador de
aniones. La columna se adoso al sistema FPLC descrito previamente y se
preequilibré con 5 ml de buffer Tris-HCI (25 mM) de pH 7,6 (determinado a
20 °C) a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min.

12.3.2. Sieml)'r’a y desavrollo de la cvomatog‘r’a]tia

El programa se desarroll6 a una velocidad de flujo de 0,75 ml/min y consto de
las siguientes etapas:

a) siembra de 25 ml de la fraccidon activa obtenida de la cromatografia de
exclusion molecular (ver item 12.2),

b) lavado con 5 ml de buffer Tris-HCI 25 mM de pH 7,6 (a 20 °C), para eliminar
las proteinas no retenidas y

c) elucion de las proteinas con 30 ml de un gradiente lineal (0,0-0,5 M) de NaCl
en buffer Tris-HCI 25 mM de pH 7,6 (a 20 °C).

En un segundo programa utilizado se repitio la estrategia de purificacion por
cromatografia de intercambio anidnico, pero reduciendo el gradiente salino a 0,0-

0,4M. Este fue el programa adoptado pues permitio una correcta purificacion.

2.3.3. Qegeneracio’n y conservacion de la columna

La regeneracion del relleno cromatografico consté de: a) un lavado con un
volumen de columna (5 ml) de un gradiente lineal de NaCl disuelto en buffer Tris-
HCl1 (25 mM) de pH 7,6 partiendo desde la mayor molaridad empleada en el
gradiente (0,4 6 0,5M) a 1,0 M; b) un segundo lavado con un volumen de columna

de solucion de NaCl 1,0 M en el mismo buffer; c¢) un tercer lavado con 1 ml de
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gradiente lineal de NaCl de 1,0-0,0 M en el mismo buffer y d) un lavado final con

4 ml del buffer sin sal con el fin de obtener el relleno en su estado 1nicial.

13. Dete‘r’minacién de la actividad enclopep’tiAdsica sobre un sustrato

sintético

13.1. Deteccién ole ac’civiclaol enzimdtica

Con el objeto de detectar las fracciones cromatograficas que contuvieran la
enzima aspartica se determind en las mismas su actividad endopeptidasica
utilizando como sustrato el péptido sintético fluorogénico: MCA-Lys-Pro-Ala-
Glu-Phe-Phe-Ala-Leu-DNP (Genosphere Biotechnologies), donde MCA es un
grupo 7- metoxicumaril y DNP es 2 4-dinitrofenilo. El péptido contenido en este
sustrato ha demostrado ser muy especifico para cardosina A y cardosina B,
peptidasas asparticas presentes en flores de C. cardunculus (Verisimo et al.,
1996).

La solucion stock de la enzima se prepar6 en una concentracion de 2,7 mg/ml en
agua de calidad MilliQ y se almacend a 4 °C; la concentracion de trabajo fue de
27 pg/ml. Los ensayos se llevaron a cabo a 37 °C en un espectrofluorémetro
termostatizado (Luminiscence Spectrometer LS 50 B, Perkin Elmer). Se empled el
protocolo de Verissimo y colaboradores (1996). Antes de agregar el sustrato se
termostatizaron 10 pul de las muestras con 1950 ul de buffer acético-acetato (50
mM) de pH 4,7 conteniendo NaCl 140 mM durante un minuto a
37 °C. Luego se agregaron 40 ul de sustrato (27 pug/ml) a la mezcla termostatizada
y se agité rapidamente. El fluordforo se exitoé a 328 nm y se detecto la luz emitida
a 393 nm. Las lecturas se tomaron con intervalos de 10 segundos durante 300

segundos.

13.2. De’cermir\acién del pJ,—l Sptimo

Con el fin de conocer el pH dptimo de la enzima cuando se emplea el sustrato
fluorogénico citado en el item 13.1 se determiné el perfil de pH empleando los
siguientes sistemas buffer: a) acético-acetato (50 mM) en presencia de NaCl 140
mM de pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 y 5,6, b) MES — NaOH (50 mM) en presencia de
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NaCl 140 mM de pH 6,0 y 6,6 y ¢) Tris-HCI (25 mM) de pH 7,6 en presencia de
NaCl 140 mM. Se preincubaron 25 pl de la preparacion enzimatica con 1950 ul
de cada uno de los buffers de los diferentes valores de pH durante un minuto a
37 °C. Luego se agregd a cada mezcla 40 pl del sustrato (27 pg/ml) y se prosiguid
con ¢l ensayo como se describe mds arriba. Se midieron las velocidades iniciales y
la maxima velocidad se consideré el 100% de actividad para graficar el % de

actividad vs el pH.

13.3. Estalai'iJaol a la temperatura

Se incub6 la enzima purificada durante 15 y 120 minutos a 20 °C y luego se
determinod la actividad endoesterolitica residual sobre el sustrato sintético
fluorogénico que contiene el péptido Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu, como se

describid en el item 13.1.

13.4. De{:erminacién de la achiviAaJ enzimdtica en Unicjacjeg

lnte‘r’naciona|es

Se utilizd el protocolo descrito anteriormente empleando buffer acético-acetato
(50 mM) de pH 5,6 conteniendo NaCl 140 mM.

La mezcla de reaccion estuvo compuesta por 5 pl de cardosina A (230 pg/ml),
1955 pl del buffer de trabajo y 40 pl de sustrato (27 pg/ml), desarrollandose la
reaccion durante 60 segundos a 37 °C.

En todos los casos se realizaron controles negativos remplazando la muestra por
agua Milli Q, de esta manera se establecid la linea de base de intensidad de
fluorescencia. El1 maximo de intensidad de fluorescencia se obtuvo degradando
completamente el sustrato con cardosina A. La actividad enzimatica se expresé en

Unidades Internacionales (ug de sustrato hidrolizado/min) determinada a 37 °C.

13.5. De’cerminacién de pardametros cinéticos

La determinacion de la velocidad de reaccion se llevo a cabo con el péptido
sintético descrito en el inciso 13.1. Los ensayos se llevaron a cabo a la misma

temperatura y con el mismo espectrofluorometro.
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Se termostatizaron 5, 10 6 25 ul de la enzima purificada durante un minuto a
37 °C con buffer acético-acetato 50 mM de pH 5,6 conteniendo NaCl 140 mM en
cantidad suficiente para que el volumen final en el tubo de reaccion llegue a 2000
ul. Se trabajé con tres concentraciones diferentes de enzima con el fin de verificar
que la actividad especifica, expresada como (umoles de producto/min)/mg de
enzima, se mantiene dentro de ese rango. Para lograr distintas concentraciones de
sustrato en el tubo de reaccion se agrego el sustrato (27 ug/ml) en volumenes que
fueron desde 20 a 100 pl.

El fluoréforo se exité a 328 nm y se detectd la luz emitida a 393 nm. Las
lecturas se tomaron con intervalos de 10 segundos durante 300 segundos.

Los parametros cinéticos Vpax ¥ Ky se calcularon utilizando el mddulo de

cinética del programa Sigma Plot 2002 version 8.02 para Windows (SPSS Inc.).

14 Degra&acién de la cadena B de la insuling

141, J,—IiJ'Péhsis

La cadena 3 oxidada de la insulina (Sigma) en una concentracion de 1 mg/ml
fue incubada con la preparacion enzimatica (relacion enzima/sustrato 1:50) en
acido formico 0,1 M ajustado a pH 3,1 con NaOH 6 en buffer citrico-fosfato de
pH 6,0. Las mezclas de reaccion de pH 3,0 fueron incubadas durante 1; 3; 6; 12y
18 horas, en tanto que las mezclas de reaccion de pH 6,0 fueron incubadas 1y 3
horas, todas las muestras fueron conservadas a -20 °C hasta el momento en que se

procedio a su analisis por RP-HPLC.

14.2. Sepa‘r'acién de los \E‘r’agmentos pechl’c;Jicos

Las muestras obtenidas como se describe en el item anterior, fueron
centrifugadas durante 2 minutos a 15000 g y el sobrenadante fue analizado por
cromatografia en fase reversa. Se empleé un HPLC (Merck-Hitachi) compuesto
por una bomba L-6200A, un detector L-4000 UV y un integrador D-2500. Para la
separacion de los péptidos se utilizd una columna C-18 modelo BioSil 318-10
(BioRad) de 250 x 4,6 mm.

La columna fue equilibrada con TFA 0,1% y los péptidos fueron eluidos a una

velocidad de flujo de 1 ml/min utilizando un gradiente lineal de hidrofobicidad
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creciente hasta alcanzar un 80% de acetonitrilo en TFA 0,1%. El eluato fue

monitoreado constantemente a 215 nm.

4.3, Andlisis de la secuencia aminocacidica N—termina' de los pépticjos
obtenidos

Para establecer la especificidad de corte de la enzima purificada se analiz6 la
secuencia N-terminal de los péptidos separados por RP-HPLC mediante la

degradacion de Edman empleando un secuenciador Applied Biosystem 473-A.

5. Ensaqos ale inlﬁibicic’m

Con el fin de establecer el mecanismo proteolitico de las enzimas contenidas en
las diferentes preparaciones enzimaticas se emplearon inhibidores especificos de
grupo (Dunn, 2001) sobre la actividad coagulante de leche bovina; se hizo lo
propio sobre la actividad peptidasica empleando la cadena 3 oxidada de la
insulina.

En el primer caso las muestras se preincubaron durante 30 minutos a 37 °C con
2,10, 50 y 100 pM de pepstatina A (inhibidor de aspartilpeptidasas), con 100 pyM
de E-64 (inhibidor de cisteinpeptidasas) y con 1 mM de PMSF y 20 pM de
aprotinina (inhibidores de serinpeptidasas). Finalizado el tiempo de incubacion,
las muestras se sumergieron en bafio de hielo y a continuacion se determind la
actividad coagulante como se describe en el item 4.1.

En el segundo caso, como se ha indicado, el sustrato empleado fue la cadena f3
oxidada de la insulina. La enzima purificada se preincubo durante 15 min a
temperatura ambiente con inhibidores de la actividad peptidasica; 70 pM de
pepstatina A, 24 uM de E-64, 2,5 mM de PMSF y 12 mM de EDTA (inhibidor de
metalopeptidasas). Las muestras asi inhibidas (40 ul) se incubaron durante 1 hora
con 100 pl de una solucion que contuvo 1 mg/ml de sustrato en acido formico
0,1 M ajustado a pH 3,1 con NaOH. Los fragmentos peptidicos fueron separados
por RP-HPLC como se describi6 en 14.2. Del mismo modo se analizaron
muestras conteniendo so6lo los inhibidores y la insulina. En base a los resultados
obtenidos, y con el fin de confirmar los mismos, se incubd la enzima purificada en

presencia de pepstatina A 90 pM durante 40 minutos a temperatura ambiente. Las
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muestras inhibidas se utilizaron para degradar el mismo sustrato, empleando la
metodologia anteriormente descritas pero con un mayor tiempo de incubacion (3
horas).

En todos los casos se tomo como control positivo la muestra en estudio sin

inhibidor y se incubd en idénticas condiciones de tiempo y temperatura.
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Resultados y Discusion
I i:uente de peptidlasas

Para la extraccion de peptidasas se cortaron inflorescencias maduras de Silybum
marianum (L.) Gaertn. como la que se muestra en la Fig. 1a. Las flores (Fig. 1b)
son isomorfas, perfectas, con corola tubulosa desigualmente S-partida (con un
16bulo mas largo que el resto). Las anteras tienen la base sagitada, los filamentos
estan engrosados y con pelos unidos entre si. Las ramas estilares estan unidas y
tienen un anillo piloso por debajo del punto de bifurcacion (Ariza Espinar &
Delucchi, 1998).

7. 8 % 10

RN A A

a b

Figura 1. a. Inflorescencia de S. marianum (L.) Gaertn. b. Flor aislada

La expresion de las peptidasas asparticas (PAs) en plantas no tiene una
distribucion aleatoria sino mas bien tejido especifica (Mutlu & Gal, 1999). Mas
aun algunas especies de plantas - C. cardunculus, Aradidopsis, Hordeum vulgare
y Nepenthes - tienen multiples genes de PAs que se expresan en distintos tejidos,
lo que sugiere cierta especializacion funcional (Simdes & Faro, 2004).

Se han hallado peptidasas asparticas como cardosina A y cardosina B,
ciprosinas 1, 2 y 3, todas en flores de Cynara cardunculus L. y cenprosinas A y B
en flores de Centaurea calcitrapa, especies pertenecientes a la familia Asteraceae.
La expresion de cardosina A esta restringida a los pistilos, esta peptidasa se
acumula en las vacuolas de almacenamiento de proteinas de las papilas
estigmaticas, en la superficie receptora del polen y, aunque en menor proporcion,
en las vacuolas de las células epidérmicas de los estilos (Ramalho-Santos et al.,
1997). Cardosina B por su parte se acumula en la pared celular y en la matriz
extracelular del tejido de transmision (Vieira et al., 2001). La presencia de

ciprosinas ha sido estudiada en distintos estadios de maduracion floral revelando
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que estas enzimas se encuentran en muy pequefia cantidad en flores muy jovenes
y que la cantidad de enzima se incrementa al aumentar la maduracion floral. Por
otro lado no se detectd su presencia en hojas o semillas sino sélo en las partes
violeta de estilos y corolas (Cordeiro ef al., 1994a).

La razén de la eleccion de las flores como posible fuente de proteasas asparticas
(PAs) para este trabajo se baso en los datos antes mencionados obtenidos para
Cynara cardunculus y Centaurea calcitrapa y a su proximidad taxondmica con

Sylibum marianum ya que las tres especies pertenecen a la misma tribu (Carduae)

2. Ql)tencic’m cJe‘ extracto CT’UCJO

Con el objeto de seleccionar el método que permita obtener a partir de flores
frescas de S. marianum el extracto crudo con mayor actividad coagulante de leche
bovina, se realizaron cuatro tipos diferentes de extracciones empleando los
procedimientos descriptos en Materiales y Métodos (M&M), item 2, del presente
capitulo. A cada extractivo (1 g de flores / 3ml de buffer) se le determind la
actividad coagulante de leche como se indica en el item 4.1 de M&M. Los
extractivos obtenidos mediante trituracion en homogenizador ya sea con buffer de
pH 3,0 6 con buffer de pH 7,0 no presentaron actividad coagulante de leche hasta
las 8 horas, por lo que se descartd este método y se continu6 trabajando con los
extractivos obtenidos por trituracion de las flores con N; liquido por ser los que
manifestaron mayor actividad coagulante.

Los extractivos fueron coloreados debido a la presencia de pigmentos florales
del grupo de los flavonoides y, como es caracteristico de las antocianidinas, el
color varid con el pH: fue fucsia a pH 3,0 y color violeta a pH 7,0. En cuanto a la
actividad coagulante de leche, el extractivo obtenido a pH 3 mostr6 mayor
actividad con un tiempo de coagulacion de 17 £ 1 min, mucho menor que el
obtenido a pH 7 que demor6 240 + 5 min en producir la coagulacion.

Los extractivos obtenidos a pH 3,0 tienen ademads la ventaja de presentar una
notoria disminucion en la cantidad de impurezas de naturaleza proteica respecto a
los extractivos obtenidos a pH 7,0, lo que fue demostrado por SDS-PAGE (M&M,

item 9.1) como puede observarse en la Fig. 2.
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Figura 2. SDS-PAGE. Calle 1: extractivo de flores a pH 7,0, calle 2:
extractivo de flores a pH 3,0; calle 3: marcadores de peso
molecular.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Faro et al., 1995, quienes
obtienen a partir de flores frescas de Cynara cardunculus L., congeladas con
nitrégeno liquido, un extractivo a pH 3,0 que presenta mayor actividad y menor
cantidad de contaminantes proteicos que otro extractivo obtenido a pH 7,6.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los homogenatos de pH 3,0 fueron
seleccionados como material de partida para purificar y caracterizar las enzimas

proteoliticas presentes en los mismos.

2.0, Carac’cerizacién olel extracto CT’UGJO

2.1.0. 7LJ\A\<:’civioiadr endlopep’cioidsica del extracto crudo

La actividad enzimatica del extracto crudo se ensayd con azocaseina segun la
técnica descripta en el item 4.2. de M&M. Dicho extractivo no presentd actividad
enzimatica a pH 8,0 con el mencionado sustrato ni en presencia ni en ausencia de
cisteina, conocido activador de peptidasas cisteinicas; por el contrario a pH 6,0
presentd actividad azocaseinolitica tanto en presencia como en ausencia de
cisteina pero los valores fueron muy bajos: 0,0012 + 0,0004 Upyeces. Otros métodos

de determinacion de la actividad proteolitica no pudieron ser ensayados ya que la
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deteccion normalmente se realiza por medida de la absorbancia a 280 nm y la
abundante presencia de compuestos de naturaleza fendlica en el extracto crudo,
que absorben a 330 nm, produce una fuerte interferencia.

La actividad endopeptidasica del extracto crudo fue demostrada por su actividad

coagulante de leche (a pH 6,5) tal como se ha mencionado en el inciso 1.2.

2.1.2. |nhibicién de la actividad enAopeptiJa’sica del extracto crudo

Con el fin de determinar a qué grupo catalitico pertenecen las enzimas presentes
en el extracto crudo se ensayaron inhibidores de endopeptidasas especificos de
grupo. La actividad coagulante del extracto crudo fue totalmente inhibida por
incubacion del mencionado extractivo con pepstatina A como veremos mas
adelante (Fig. 8). Dicha inhibicidn fue completa para todas las concentraciones de
inhibidor ensayadas (ver M&M, item 15). En contacto con inhibidores de otros
grupos de peptidasas tales como E-64 (inhibidor de endopeptidasas cisteinicas),
PMSF vy aprotinina (inhibidores de endopeptidasas serinicas), la actividad
coagulante de leche no fue inhibida. En esta etapa no se realizaron ensayos con un
inhibidor especifico de metalopeptidasas como es el EDTA ya que el extracto
crudo lo contiene y esta actividad estaria inhibida desde el momento de la
extraccion. El motivo del empleo del EDTA en la preparacion del extracto crudo
es proteger a las proteinas, las que pueden ser inactivadas irreversiblemente por
los productos de oxidacion formados por las fenoloxidasas del extracto crudo en
presencia de compuestos fendlicos. El EDTA impide la accion de las
fenoloxidasas secuestrando el Cu'’, esencial componente de su sitio activo
(Anderson, 1968).

Los resultados obtenidos con los inhibidores de grupo demuestran que la
actividad coagulante de leche del extracto crudo es debida a la presencia de
aspartilendopeptidasas pues la pepstatina A, con alta selectividad por las
peptidasas asparticas, esta considerado como uno de los inhibidores mas

especificos conocidos en enzimologia (Dunn, 2001).
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2.1.3. De’ce'ﬂminacién del p| de las peptialasas con actividad proteo‘f’cica

Para estimar el punto isoeléctrico de la o las fracciones activas se analiz6 el
extracto crudo mediante isoelectroenfoque seguido de zimograma (M&M, items
10 y 11) empleando patrones de pl de amplio rango (3,6-9,3).

Como se observa en la Fig. 3a las proteinas presentes muestran en su mayoria
puntos isoeléctricos menores a 7,0. En el zimograma (Fig. 3b) se observd una

unica banda polipeptidica activa que corresponde a la banda de pl 4,8.

a b

5,1 -

Figura 3. a Isoelectroenfoque. Calle 1: marcadores de pl, calle 2:
extracto crudo. b. Zimograma con hemoglobina como

sustrato a pH 4,0; la tnica calle se corresponde con la calle
2 del IEF.

Otras peptidasas asparticas también presentan pl acidos, la proquimosina de
ternero tiene un pl de 5,0 la quimosina madura presenta un pl de alrededor de 4,6
(Foltmann & Szecsi, 2004). La ciprosina 3, una peptidasa asparticas aisladas de
flores secas de C. cardunculus, se fraccion6 por electroforesis bidimensional en 3

1soenzimas de pl 3,85; 4,0 y 4,5, repectivamente (Cordeiro et al., 1994a).

2.1.4. Conse'r’vacién de las preparaciones enzimdticas crudas

Alicuotas de las preparaciones enzimaticas crudas conservadas a —20 °C fueron
descongeladas cada 7 dias por un periodo de 2 meses y luego cada 30 dias por un

periodo de un afio y mantuvieron la actividad coagulante de leche constante

durante todo el tiempo que duré el monitoreo.
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2.1.5. Espectro U\/-\/isib'e Ael extracto cruJo

El espectro visible del extracto crudo obtenido a pH 3,0 presenté un maximo de
absorbancia en 533 nm, tal como se observa en el recuadro ampliado de la Fig. 4.
El color fucsia intenso del extractivo fue debido a la presencia de pigmentos
hidrosolubles (flavonoides).

En la misma figura 4 se muestra el espectro ultravioleta del mismo extracto
crudo que posee dos picos de absorbancia con maximos a 267 y 330 nm; estos
maximos se corresponden con la zona de maxima absorbancia de aminoacidos con

restos aromaticos y de compuestos de naturaleza fendlica, respectivamente.

(267.0/2.8216)
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Figura 4. (1) Espectro UV-Visible del extracto crudo obtenido a pH 3,0, factor de dilucion = 15
(2) Ampliacion del espectro en la zona del visible, factor de dilucién = 3

3. Duri]ticacién parcial del extracto crudo

3.1, Eliminacién de pigmentos y otros compuestos ]Eenélicos

300, —l_‘r’afamiento con carbén activado

Dado que la muestra presenta pigmentos y otros contaminantes de naturaleza no
proteica que interfieren con los métodos de concentracion de proteinas, de
determinacion de actividad proteolitica y de purificacion por intercambio ionico,
se intentd su eliminacién por el método de Llorente et al. (2004) en el que se
recurre a la adsorcion sobre carbon activado. Si bien este método es eficaz en la

eliminacion de este tipo de contaminantes en extractos crudos de flores de Cynara
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scolymus no resulto ser adecuado en el caso de los extractos crudos de flores de S.
marianum ya que el extractivo despigmentado no retuvo actividad coagulante de
leche detectable (M&M, item 4.1) y presentd una concentracion de proteinas de
sélo 20 pg/ml (M&M, item 3.1). Los resultados pueden explicarse por la posible

adsorcion inespecifica de las proteinas activas sobre las particulas de carbon.

3.1.72. Tratamiento en columna cJe Sepkaclex G—?5

El segundo método ensayado para la despigmentacion de los extractivos
enzimaticos fue la cromatografia de exclusion molecular (Sephadex G-25) en
columna (M&M, item 6.2). En cada una de las fracciones recolectadas del eluato
se determinaron los valores de absorbancia a 280 nm, 330 nm y 535 nm, ademas
de las actividades coagulante de leche y hemoglobinolitica. El cromatograma (Fig.
5) muestra que la primera fraccion eluyo en la zona correspondiente al volumen
muerto (15,0 ml). Esta fraccion presentd maxima absorbancia a 280 nm y retuvo
las actividades coagulante de leche y hemoglobinolitica. En segundo lugar
eluyeron una serie de compuestos con maxima absorbancia a 280 nm pero sin
actividad proteolitica. A partir de los 40 ml de elucién se observdo un gran
incremento de la absorbancia a 330 nm por la presencia de compuestos fendlicos,
juntamente con el incremento de la absorbancia a 535 por la presencia de
antocianidinas; estos compuestos se terminaron de eliminar durante el posterior
lavado de la columna.

La primera fraccion, denominada preparacion enzimdtica parcialmente
purificada, que eluyo en la zona del volumen muerto presenté un contenido en
proteinas de 264 + 4 pug/ml, retuvo una actividad proteolitica con hemoglobina
como sustrato de 0,40 + 0,02 Uip/ml medida en la zona de linealidad y el tiempo
de coagulacion de la leche fue de 20 + 2 minutos, presentando escasa diferencia
con el tiempo de coagulacion del extracto crudo sembrado (17 = 1 minutos). Por
otra parte, en esta fraccion no fue detectable actividad proteolitica a pH 6,6

empleando caseina como sustrato.
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Figura 5. Cromatografia de exclusion molecular

El espectro UV-Visible (Fig. 6) de la preparacion enzimatica parcialmente
purificada obtenida por este método demuestra la remocion de las impurezas de
naturaleza fenélica (desaparicion del maximo de absorbancia a 330 nm) y los

pigmentos flavonoides (desaparicion del maximo de absorbancia a 535 nm).
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Figura 6. Espectro UV-Visible de la preparacion enzimatica parcialmente purificada

Debe tenerse en cuenta que al recolectar sélo esta fraccion se eliminaron ademas
componentes con maximo de absorbancia a 280 nm -probablemente péptidos de

menor peso molecular- como se observa al analizar el cromatograma (Fig. 5)- lo
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que implica que se ha obtenido un cierto grado de purificacion de la preparacion

enzimatica.
3.2. Caracte‘r’izacién de las preparacion parcia'mente puri]ticacla

3.2.1. E}Eecto del pH sobre la actividad p’r’o’ceo||’tica

El perfil de pH empleando hemoglobina desnaturalizada como sustrato (M&M,

items 6.2.3.1) se muestra en la figura 7.

0,60 -

Abs. 280 nm

0,45 -

0,30
—e— pH vs Act. Hb.

0,15 -

pH

Figura 7. Perfil de pH empleando hemoglobina bovina como sustrato.

La proteolisis Optima sobre este sustrato se alcanzo alrededor de pH 3,8, tal
como se ha observado para otras peptidasas asparticas como las quimosinas de
temero, cerdo, y cordero (Foltmann & Szecsi, 1998) y similar al valor hallado por
Sarkkinen et al., (1992) para las fitepsinas aisladas de varios tejidos de cebada
(Hordeum vulgare) empleando el mismo sustrato (pH 3,7). Por su parte las
endopeptidasas asparticas parcialmente purificada de semillas de Brassica napus
tienen actividad maxima a pH 3,5 sobre el precursor de la 2S albumina (Kervinen
et al., 1995). En la familia Asteraceae se han realizado varios estudios sobre
peptidasas extraidas de flores: la cenprosina de Centaurea calcitrapa expresa una
actividad maxima entre pH 4,0 y 5,0 (Domingos et al., 1998), mientras que las
cardosinas A y B aisladas de flores de Cynara cardunculus (Faro et al., 1995)
exhiben su maxima actividad sobre FTC-caseina como sustrato en un rango de pH

menos acido (5,0 and 5,5); por su parte los extractos de flores de Cynara scolymus
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presentaron maxima actividad entre pH 4,5 y 5,5 tanto empleando hemoglobina

como azocaseina como sustratos (Llorente er al., 2004).

3.2.2. E}Eecto de inhibidores de peptiAasas sobre las preparaciones
enzimaticas pa’r’ciaimente puviyEicaAas

En la tabla 1 se presenta la actividad coagulante residual de la preparacion
enzimatica parcialmente purificada luego de ser incubada con inhibidores de
peptidasas de distinta especificidad: E-64, pepstatina A, aprotinina y PMSF,
empleando leche bovina segun el protocolo descrito en M&M, item 15. Como
puede observarse en la tabla, la actividad coagulante de leche sélo fue inhibida
por pepstatina A, reactivo que produjo un 100% de inhibicién mientras que ni el
inhibidor de peptidasas cisteinicas (E-64) ni los inhibidores de peptidasas

serinicas (aprotinina y PMSF) produjeron inhibicion significativa.

[\I!e\a< tivo (,onceni’racn(yn <rn [\' D % ctle ag:tiijfwj T‘QSIUIUG'
Pepstatina A 0,01 0

E-64 0,10 98

PMSF 1,00 100

Aprotinina 0,02 100

Tabla 1. Efecto de inhibidores de la actividad enzimatica sobre los extractivos parcialmente
purificados

En la figura 8 se compararon los valores de inhibicion de las enzimas presentes
en el extracto crudo y en la preparacion enzimatica parcialmente purificada. En
ambos casos la pepstatina A produjo la pérdida completa de la mencionada

actividad.




'r\iaoituio | — |—Q\E!SU|‘{:(ZG]CJE y E)iscus':on

mmmm extracto crudo
=== extracto depigmentado

100 -‘
80 -
60 -
40

20

% de actividad coagulante

0 L ——— S oL

pepstatina A E-64 PMSF aprotinina

Inhibidores

Figura 8. Efecto de inhibidores especificos sobre la actividad coagulante
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3.2.3. |_iotilizacién de las preparaciones enzimdticas parcialmente
pu‘rleicaolag

Con el objeto de determinar las mejores condiciones de liofilizacién de las
preparaciones parcialmente purificadas, con el fin de facilitar su conservacion, se
ensayaron dos sistemas buffer diferentes: a) un sistema volatil como el acetato de
amonio y b) un sistema no volatil como el citrico-citrato (ver item 7 de M&M).

La muestra liofilizada en presencia de buffer acetato de amonio de pH 4,0 y
redisuelta en buffer citrico-citrato de pH 3,0 retuvo un 31 + 5% de la actividad
hemoglobinolitica a pH 4,0 pero no presentd actividad coagulante de leche,
aunque debe tenerse en cuenta que la actividad coagulante de leche no es lineal
con respecto a la concentracion de enzima ya que es un fenémeno fisicoquimico
complejo como se verd en el capitulo 2 (Silva & Malcata, 2005). Por su parte la
muestra liofilizada en presencia de buffer citrico-citrato de pH 3,0 y redisuelta en
A.D. retuvo un 85 + 3 % de la actividad hemoglobinolitica y coagulo la leche 6
minutos mas tarde que la muestra de partida (29,7 minutos contra 24 minutos). A
pesar de haber perdido un 15 % de la actividad proteolitica original, ha sido este
Gltimo un método adecuado para conservar las muestras sin necesidad de

mantenerlas congeladas.
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3.2.4. Metvos de concentracién de las preparaciones enzimdticas
parcialmente puri{:icaalas

Dado que en los procesos de purificacion es conveniente partir de muestras lo
mas concentradas posibles, se evaluaron diferentes métodos para realizar la
concentracion de los extractos despigmentados: a) liofilizacidn, b) precipitacion
con acetona y redisolucion en buffer y c) eliminacién de agua por hidratacion de
Sephadex G-25. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2, donde en la
primera fila se indican los valores correspondientes al extractivo parcialmente
purificado sin concentrar y en las otras tres filas los correspondientes a los

concentrados (4x) por las tres técnicas mencionadas.

A
N {, : A )
| | _ AAct . [ roteinas
"]ue".ﬁ’ns ( oncentracion | prot eoldnc a
(;oagu[cm’re Llg/ ml
5]

Extractivo
parcialente 1 0,1418 1 507 466 1
purificado
Liofilizacién 4 0,2845 2 107 596 | 1,3
I 4 0,1888 | 1,4 30° 488 | 1,03
con acetona
Hidratacion .
de Sephadex i | 0,1703 1,3 negativo 520 1,1

A Determinacion directa
*Factor de concentracion logrado luego del tratamiento
Tabla 2. Efecto de distintos métodos de concentracion sobre la actividad del extractivo
parcialmente purificado

De los métodos ensayados el mas eficiente resultd ser el de liofilizacion. De
todos modos empleando el método recién mencionado sélo se recuperd el 50% de
la actividad proteolitica y la recuperacion de proteinas no superd el 32% de las
proteinas totales. Debe aclararse que la actividad coagulante fue del 125% con
respecto al maximo esperado, esto es debido, como hemos mencionado, a la falta
de linealidad entre la actividad coagulante y la concentraciéon enzimatica. Por
precipitacion con acetona se recuperd un 35% de la actividad proteolitica, un 26%

de las proteinas totales y un bajo rendimiento en actividad coagulante En el caso
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de eliminacion de agua por hidratacion de Sephadex G-25 se recuperd un 32% de
la actividad proteolitica, un 27% de las proteinas totales y no se pudo recuperar la

actividad coagulante de leche por este método.
4. Duri}ticacién cromatogra’]tica

4.1 J;st‘r’ategia I Croma’cog‘r’a{:fa de a]EinicJaA

Se decidié comenzar la purificacion de la preparacién enzimatica mediante
despigmentacion del extracto crudo como se describidé en M&M, item 6.2 seguida
de cromatografia de afinidad con pepstatina inmovilizada (M&M, item 12.1). De
esta manera, al eliminar por lavado acido las sustancias no ligadas se obtuvo una
fraccion proteica, sin actividad hemoglobinolitica ni actividad coagulante de
leche. Durante la elucién a pH 8,0 fueron recolectadas fracciones de 1 ml que
contenian las proteinas con afinidad por pepstatina, pero no fue posible demostrar

actividad proteolitica con Hb como sustrato ni actividad coagulante de leche.
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Figura 9. Cromatografia de afinidad

o4




Capftu'o b — pesultcﬁos y Discusién

Los extractos de peptidasas asparticas de plantas o fitepsinas en la mayoria de
los casos contienen varias formas enzimaticas o intermediarios del procesamiento
lo que complica su purificacidon por cromatografia de afinidad (Kervinen et al.,
2004). Las fitepsinas se expresan como zimogenos y luego se activan por
procesamiento proteolitico desde el N-terminal (Simdes & Faro, 2004). Por lo
tanto es factible que se hayan aislado intermediarios del procesamiento de las
peptidasas asparticas presentes en la muestra y que el complejo formado entre la
pepstatina y las peptidasas asparticas activas no se haya disociado o se haya
disociado muy poco en las condiciones de la corrida cromatogréfica.

Para verificar la presencia de los mencionados precursores se realiz6 una
electroforesis (SDS-PAGE) de la fraccion eluida (M&M, item 9.1). Como se
puede apreciar en la Fig. 10 se aislaron polipéptidos de distinto peso molecular
(84,0; 66,0; 60,0; 46,0; 40,0; 28,0; 22,0; 14,5 y 13,5 kDa).

B i —
kDa

" 97,4
66,2

& @

— = 450

“ L8

s 31,0

Ay W
T

1 2 3 4
Figura 10. SDS-PAGE. Calle: extracto crudo, calle 2: extracto

despigmentado, calle 3: fraccion aislada por cromatografia

de afinidad, calle 4: marcadores de peso molecular

En flores de C. cardunculus se ha identificado un precursor inactivo, la
procardosina A, de 64 kDa que contiene el prosegmento y el inserto especifico de
plantas (PSI). El mecanismo de maduracion propuesto (Verissimo ef al., 1996)
implica la formacion a partir de la procardosina A de dos polipéptidos de 35 y 30
kDa por ruptura de un enlace peptidico, una posterior separacion del PSI del
péptido de 30 kDa, generandose la subunidad de 15 kDa de la cardosina A madura
y la posterior eliminacion del prosegmento del polipéptido de 35 kDa,
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originandose la otra subunidad (31 kDa) de la cardosina A madura. A partir de
flores frescas de Centaurea calcitrapa, Domingos y colaboradores (1998) aislaron
un precursor de cenprosina de 50 kDa que se autoprocesa a pH acido dando dos

polipéptidos de 43 y 21 kDa, la cenprosina madura consta de dos subunidades de
31y 16 kDa.

4.2, Estra’cegia 2: C'nomatogwa]tl’a Je intercaml:)io 16nico por EDLC

Como ya hemos visto mas arriba (item 1.2.1.5, Fig. 4) el extracto crudo de las
flores de S. marianum (L.) Gaemnt. presenta una cantidad importante de
compuestos de naturaleza fenolica y pigmentos antocianidinicos. Estos elementos
de bajo peso molecular pudieron ser eliminados utilizando una columna de
exclusion molecular rellena con Sephadex G-25 como lo confirma el respectivo
espectro UV-visible del extractivo parcialmente purificado (item 2.1.2, Fig. 6),
por lo que a la hora de definir la estrategia de purificacion empleando FPLC se
selecciond la exclusion molecular como primera etapa de purificacion.

La segunda etapa se planifico en base al resultado obtenido en 1.2.1.3, donde se
demostro que el extracto crudo presentaba una fraccion con actividad proteolitica

de pl 4cido (Fig. 3), por lo que se utilizé cromatografia de intercambio anionico.

4.2.10. Cromatogrm[l’a de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular se llevé a cabo como se detalla en el
item 12.2 de M&M. Como puede observarse en el perfil de elucion obtenido (Fig.
11) en los primeros 30 ml se recolectaron dos fracciones proteicas (I y II). Los
compuestos de naturaleza fendlica y los pigmentos de color fucsia eluyeron luego

durante el lavado de la columna (no graficados) y fueron desechados.

La unica fraccion con actividad endopeptidasica sobre la insulina a pH 3,1 (item
14.1 de M&M) y sobre el péptido sintético MCA-Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-
Leu-DNP (item 13.1 de M&M) fue la fraccion I, que se purificé posteriormente

por cromatografia de intercambio anidnico.
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Figura 11. Perfil de elucidn de la cromatografia de exclusion molecular (Superdex S-200)

4.2.2. CromatograFfa de intercambio aniénico

En esta etapa de purificacion se requirio de una técnica con alto poder resolutivo
como es el intercambio idnico el que ademas permite concentrar las muestras
sembrada, de gran de utilidad luego de la etapa de exclusidn molecular que se
empled previamente. En base al pl de la fraccidon activa obtenido por IEF y su
respectivo zimograma (1.2.1.3) se selecciond una columna rellena con Mono Q-
Sepharose (M&M, item 12.3) y un pH de trabajo de 7,6 para lograr la purificacién

de la fraccion activa.

La peptidasa que se encuentra en su forma anionica al pH de la corrida quedé
retenida en la columna. En la fraccidn no retenida se obtuvo un pico de proteina
sin actividad proteolitica sobre insulina a pH 3,1. Mediante la posterior aplicacion
de un gradiente lineal de 0,0 a 0,5 M de NaCl se obtuvo una fraccion proteica
mayoritaria y dos fracciones menores (Fig. 12). Sélo la fraccién I, que eluyd a
0,21 M de NaCl, mostré actividad proteolitica frente a insulina (M&M, item 14.1)
y frente al péptido sintético flurogénico (M&M, item 13.1) Al regenerar la

columna eluyeron otras dos fracciones proteicas (a y b) que no manifestaron
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actividad endopeptidasica sobre los sustratos ensayados (M&M, items 13.1 y
14.1).

r 1.1
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Figura 12. Perfil de elucion de la cromatografia de intercambio idnico
(Mono Q Sepharose). Gradiente de NaCl 0,0 2 0,05 M.

La fraccion I, que retuvo la actividad proteolitica, no resultd homogénea al ser
analizada por SDS-PAGE (Fig. 13) segun el protocolo del item 9.2 de M&M por
lo que se decidid repetir la cromatografia de intercambio anidonico modificando el
gradiente de NaCl por otro gradiente lineal mas estrecho (0,0 a 0,4 M de NaCl)

para mejorar la selectividad durante la desorcion de la muestra.
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Figura 13. SDS-PAGE. Calle 1: extracto crudo, , calle 2: fraccion I eluida de
la columna de Superdex S200, calle 3: fraccion 1 de la
cromatografia de intercambio anonico, calle 4: marcadores de

peso molecular

Al aplicar este nuevo gradiente de NaCl se obtuvieron 5 picos (Fig. 14): una

fraccidn proteica mayoritaria, la fraccion I, y 4 fracciones menores.
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Figura 14. Perfil de elucion de la cromatografia de intercambio iénico (Mono Q
Sepharose). Gradiente de NaCl 0,0 a 0,04 M.

Sélo la fraccidn I retuvo la actividad proteolitica al ensayarse su actividad por la

hidrolisis de la cadena B oxidada de insulina y del péptido sintético fluorogénico
MCA-Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu-DNP.
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Como resultado de esta estrategia de purificacion, a partir de los extractos
crudos de pH 3,0 de las flores de S. marianum (L.) Gaertn. se obtiene una unica
fraccion con actividad proteolitica a la que denominamos silprosina. En la figura
15 se muestra el SDS-PAGE correspondiente a la fraccion purificada en

condiciones reductoras y no reductoras.

A T— .kDa B \'_/' k?;)
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Figura 15. A SDS-PAGE en condiciones reductoras. B SDS-
PAGE en condiciones no reductoras. En ambas
electroforesis calles 1. enzima purificada, calles 2:
marcadores de peso molecular.

Mediante SDS-PAGE realizada en condiciones no reductoras se obtuvo una
unica banda de peso molecular 44,7 kDa. En condiciones reductoras se obtuvieron
dos bandas de pesos 29,3 y 12,5 kDa que sumadas tendrian un peso de 41,8 kDa,
este peso esta dentro del orden del obtenido en condiciones no reductoras. Este
resultado es concordante con los pesos obtenidos para otras peptidasas asparticas
de flores de Asteraceae. Las tres cyprosinas son enzimas diméricas compuestas
por una subunidad pequefia y otra mayor: 32,5 + 16,5 kDa, 33,5 + 16,5 kDa y 35,5
+13,5 kDa, respectivamente (Heimgartner ef al., 1990). También cardosina A y
cardosina B son proteinas diméricas con una subunidad mayor de 31,0 y 34,0 kDa
respectivamente y una subunidad menor de 15,0 y 14,0 kDa respectivamente
(Verissimo et al., 1996).

A partir de extractos acidos de flores de especies relacionadas como Cynara
cardunculus se han aislado dos peptidasas: cardosina A y B (Verisimo et al.,

1996), a partir de Cynara humilis sin embargo a sido aislada una unica enzima
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activa: Cynara humilis PA (Mendes er al, 1999). En ambos casos los
investigadores siguieron una estrategia de purificacion que incluyo extraccion a
pH acido, cromatografia de exclusién molecular y cromatografia de intercambio
anionico. Otros autores a partir de trituracion con nitrogeno liquido de flores secas
y extraccion a pH 8,3 de Cynara cardunculus obtuvieron tres fracciones que
denominaron ciprosinas 1, 2 y 3 (Heimgartner et al., 1990, Cordeiro et al., 1992)
y que ha sido demostrado que difieren significativamente de las cardosinas A y B,
sin embargo mientras que estas ultimas provienen de genes diferentes se estima
que las ciprosinas son formas diferentes de una misma enzima (Ramalho-Santos
et al, 1997). A partir de extractos 4acidos de Cynara scolymus por
despigmentacion con carbon activado seguido de cromatografia de intercambio
ionico Llorente y colaboradores (2004) obtuvieron 4 fracciones activas, en este
caso aun no se ha estudiado si se trata de diferentes enzimas o de formas diversas
de una misma enzima. Por aislamiento a partir de flores secas de Centaurea
calcitrapa seguido de fraccionamiento con sulfato de amonio y 3 etapas
cromatograficas (intercambio anionico, interaccion hidrofébica y nuevamente

intercambio anionico) se obtuvieron cenprosina A y B (Domingos et al., 1998).

4.2.3. gsquema de puri]ticacio’n

El esquema de purificacion (Tabla 3) muestra que silprosina fue purificada con
un rendimiento de 70% y un grado de purificacion de 2,45 veces respecto a la
fraccion I de la cromatografia de exclusion molecular. El valor bajo de las veces
de purificacion se puede explicar por la alta proporcion de peptidasa aspartica
presente en las flores. Verissimo y colaboradores (1995) han encontrado que las
peptidasas asparticas en las flores de C. cardunculus constituyen el 60% de las

proteinas totales en los estigmas maduros.
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A ND | 80| 40x10° ND ND ND
crudo

Fraccion |

(exclusion | 53+3 |25,0 2,6 x10° 0,49 x 107 1 100
molecular)

silprosina | 122+4 | 3.1 14,6 x10° | 1,20x 107 2,45 70

ND: No se pudo determinar

Tabla 3. Purificacion de los componentes proteoliticos presentes en las flores de S. marianum (L.)
Gaertn.

El extracto crudo presentd menor actividad endopeptidasica total (volumen x
actividad endopeptidasica) que la fraccion purificada; la explicacion de este hecho
puede ser la presencia de sustancias interferentes que hayan producido el
“quenching” de la fluorescencia o por la presencia de un inhibidor de peptidasas

que pudiera haberse removido durante la exclusion molecular.

i 1 1
5. (Laracterizacién de silprosina

5.1. Hic]réhsis de la cadena B oxidada de insulina por silp’r’osina

5.1.1. EFec’co del pH

Para evaluar el efecto del pH sobre la degradacion de la cadena P oxidada de
insulina por silprosina se realizaron digestiones a pH 3,1 y a pH 6,0 como se
describe en M&M, item 14.1.

La Fig. 16 muestra los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC
correspondientes a los hidrolizados de la cadena 3 oxidada de insulina; en la parte
1 de la figura se observa la presencia de un pico (a) correspondiente a la cadena f3

de insulina en ausencia de enzima (blanco de reactivos).
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Figura 16. Degradacion de la cadena B oxidada de insulina a pH 3,1. 1, 2 y 3 corresponden
a los hidrolizados durante 0, 1 y 3 horas, respectivamente.

Luego de la hidrélisis de la cadena P de insulina durante 1 hora a pH 3,1 se
formaron dos péptidos que se visualizan en el cromatograma de la Fig. 16 parte 2
como los picos b y c. Estos dos péptidos se formaron a partir de la ruptura de un
unico enlace de la cadena polipeptidica, es decir un segmento corresponde al lado
amino del enlace hidrolizado y el otro péptido corresponde al lado carboxilico;
por su parte, el pico mayoritario a, mas hidrofobico que los dos anteriores,
corresponde a la cadena B oxidada de insulina que no ha sido hidrolizada. Al
comparar los cromatogramas de 1 y 3 horas (Fig. 16 partes 2 y 3) se observa que
la altura de los picos b y ¢ aumenta al progresar la hidrdlisis por incremento del
tiempo de incubacion.

En cuanto a los cromatogramas originados por hidrolisis a pH 6,0 (Fig. 17 partes
2 y 3), se observan siete picos mayoritarios y otros minoritarios todos menos
hidrofébicos que la cadena p oxidada de la insulina (pico a). En este caso también
se observa como la altura de los picos aumenta al prolongarse el tiempo de
hidrélisis de 1 a 3 horas.
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Figura 17, Degradacion de la cadena P oxidada de insulina a pH 6,0. 1, 2 y 3 corresponden
a los hidrolizados durante 0, 1 y 3 horas, respectivamente.

La hidrolisis a pH 6,0, a diferencia de la realizada a pH 3,0, resulté ser mas
inespecifica, es decir a este pH la enzima es capaz de hidrolizar la cadena § de
insulina en varios sitios distintos mientras que al pH mas acido hidrolizé un unico
enlace en el tiempo de reaccion ensayado.

La especificidad de clivaje por enlaces escindibles en la cadena B de insulina de
peptidasas asparticas tipicas como: pepsina A, gastricina, cathepsina D y
rhizopuspepsina ha mostrado diferencias significativas entre pH 2,0 y los pH 5,5 y
6,5 (Athauda & Takahashi, 2002). En el caso de la catepsina E, una peptidasa
aspartica humana, la cadena [ oxidada de insulina es rapida y extensamente
chivada a pH 3,0; 5,5 y considerablemente a pH 7,4 los cromatogramas son
significativamente diferentes a los 3 valores de pH, con algunos enlaces
hidrolizados especificamente a pH 7,4 (Athauda et al., 1991). En las peptidasas
asparticas las diferencias en especificidad y, en consecuencia, en actividad a
diferentes valores de pH dependen de las cadenas laterales de los aminoacidos que
forman los subsitios de la hendidura catalitica (Dunn et al., 1986).

Cada enzima tiene un pH Optimo, en el que puede mostrar su maxima actividad
catalitica in vitro aunque ese valor de pH no siempre sera el optimo in vivo,
ademas la especificidad de sustrato aparente podria cambiar a diferentes valores

de pH, lo que puede tener importancia fisioldgica (Athauda & Takahashi, 2002).
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Figura 16. Degradacion de la cadena P oxidada de insulina a pH 3,1. 1, 2 y 3 corresponden
a los hidrolizados durante 0, 1 y 3 horas, respectivamente.

Luego de la hidrolisis de la cadena B de insulina durante 1 hora a pH 3,1 se
formaron dos péptidos que se visualizan en el cromatograma de la Fig. 16 parte 2
como los picos b y ¢. Estos dos péptidos se formaron a partir de la ruptura de un
unico enlace de la cadena polipeptidica, es decir un segmento corresponde al lado
amino del enlace hidrolizado y el otro péptido corresponde al lado carboxilico;
por su parte, el pico mayoritario a, mas hidrofébico que los dos anteriores,
corresponde a la cadena B oxidada de insulina que no ha sido hidrolizada. Al
comparar los cromatogramas de 1 y 3 horas (Fig. 16 partes 2 y 3) se observa que
la altura de los picos b y ¢ aumenta al progresar la hidrélisis por incremento del
tiempo de incubacion.

En cuanto a los cromatogramas originados por hidrolisis a pH 6,0 (Fig. 17 partes
2 y 3), se observan siete picos mayoritarios y otros minoritarios todos menos
hidrofébicos que la cadena [ oxidada de la insulina (pico a). En este caso también

se observa como la altura de los picos aumenta al prolongarse el tiempo de
hidrdlisis de 1 a 3 horas.
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5.1.2. EFecto de inhibidoves especn’Ficos de grupo

Con el fin de corroborar el mecanismo catalitico propuesto (aspartico) se
hidrolizé la cadena B oxidada de insulina con la enzima previamente incubada con
inhibidores especificos de grupo: E-64, EDTA, pepstatina A y PMSF y luego se
desarrollo la hidrélisis durante 1 h a pH 3,1 (M&M, item 15).

En la Fig. 18 se muestran los cromatogramas obtenidos para la insulina en
ausencia (Fig. 18 parte 1) y presencia (Fig. 18 parte 2) de los inhibidores. y el
cromatograma de los inhibidores disueltos en el buffer de reaccion (Fig. 18 parte
3). En la Fig. 18 el pico (a) corresponde a la cadena B oxidada de la insulina y el
pico (b) corresponde al PMSF; los demas inhibidores no se detectan en este tipo

de cromatografia.

|
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-

Volumen de retencion (ml) Volumen de retenci6n (ml) Volumen de retencién (ml)

Figura 18. Cromatogramas a pH 3,1. 1: de la cadena B oxidada de la insulina; 2: del
mismo polipéptido en presencia de inhibidores de la actividad peptidasica (E-
64, EDTA, pepstatina A y PMSF). 3: de los inhibidores de la actividad
peptidasica (E-64, EDTA, pepstatina A y PMSF).

En la Fig. 19 se observan los cromatogramas de los productos de hidrolisis de la
cadena P oxidada de insulina por silprosina luego de ser preincubada durante 15
minutos con inhibidores especificos de cada uno de los tipos cataliticos de
endopeptidasas. Como puede observarse en las figuras los pretratamientos con E-
64 (Fig. 19 parte 2), EDTA (Fig. 19 parte 3) y PMSF (Fig. 19 parte 5) no

produjeron inhibicion de la enzima.
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Figura 19. Cromatogramas de la cadena P oxidada de insulina hidrolizada por
silprosina durante 1 hora a pH 3,1. 1. enzima sin inhibidor; 2.
enzima preincubada con E-64; 3 enzima preincubada con EDTA; 4.
enzima preincubada con pepstatina A y 5. enzima preincubada con
PMSF.

Mediante la determinacion de la secuencia se verificé que el pico (e) del
cromatograma correspondiente a la inhibicion con PMSF no es un polipéptido, el

mismo pico fue observado por Simdes (datos no publicados) en la degradacion de

la cadena § de insulina por cardosina A al ser inhibida por PMSF.
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En la Fig. 19 parte 3 se observa que el EDTA no sélo no produjo inhibicion sino
que activo notoriamente la enzima (alrededor de 3 veces) como se deduce de la
altura de los picos ¢ y d cuando se los compara con el control (Fig. 19 parte 1).
Este fenémeno podria explicarse por la complejacion de algin i6n divalente
presente en la preparacion de insulina que afecte la actividad enzimatica (segun el
fabricante el polvo de cadena B oxidada de insulina contiene un minimo de 80%
de este producto).

Por su parte, la enzima preincubada con pepstatina A (Fig. 19 parte 4) produjo
un 50% de inhibicion en las condiciones del ensayo.

Para confirmar la inhibicion por pepstatina A de la enzima purificada el ensayo
se repitié incrementando el tiempo de incubacion de la enzima con el inhibidor
(40 min) y realizando la hidrodlisis durante 3 horas (M&M, item 15). Los resultado

se muestran en la Fig. 20.
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Figura 20. Cromatograma de la cadena B oxidada de insulina hidrolizada por
silprosina durante 3 horas a pH 3,1. 1: enzima sin tratamiento
previo; 2: enzima preincubada durante 40 minutos con pepstatina A.

En las condiciones de este ultimo ensayo la inhibicién fue del 74 %, con lo que
queda fehacientemente demostrado el mecanismo aspartico para silprosina

purificada.
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) ] [ 1 ] i
5.1.3. |den’ci{:icacic’m por secuenciacién automdtica de los enlaces peptidicos
hidrolizados

Con el fin de establecer la especificidad de corte de silprosina se analizo la
secuencia N-terminal mediante la degradacion de Edman de los péptidos
separados en las cromatografias en fase reversa.

En la Fig. 21 se muestra la secuencia de la cadena B oxidada de la insulina

escrita con los simbolos de los aminoacidos en los codigos de 1 y de 3 letras.

10

20

25

PAVA<LTTIQANQO< <M< INEOEOrTIOZ<T

30

Figura 21, Cadena [ oxidada de insulina bovina

Las fracciones resultantes de la digestion de este polipéptido (picos b y ¢) luego
de una incubacién de 1 h, 3 h 'y 6 h (Fig. 22 partes 2, 3 y 4, respectivamente)
presentaron las siguientes secuencias correspondientes al extremo N-terminal:

pico b: LV-GERGFFY-
pico ¢: FVNQHL-GSHLVEALY
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A partir del analisis de estas secuencias se puede deducir que el primer enlace de
la cadena B de insulina hidrolizado por silprosina es Tyr16-Leul7, por lo que el

pico b corresponde al extremo C y el pico c al extremo N.

) ! i

T T T T T T T U T
0 20 40 0 20 40 0 20 40
Volumen de retencién (ml) Volumen de retencién (ml) Volumen de retencién (ml)
a 4 c gh 5 d bc 6
c
b h
b
d
f
‘ b
e
I
-] n . ?) 'S }L ﬂ H
v
gy
T T T T T T T T T
0 20 40 0 20 40 0 20 40
Volumen de retencién (ml) Volumen de retencién (mil) Volumen de retencién (ml)

Figura 22, Degradacion de la cadena p oxidada de insulina a pH 3,1. 1, 2, 3, 4, §, 6
corresponden a los hidrolizados durante 0, 1, 3, 6, 12 y 18 horas,
respectivamente.
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Cuando la incubacion fue de 12 y 18 horas (Fig. 12 partes 5 y 6
respectivamente) la hidrolisis generd nuevos polipéptidos, de los cuales fueron
secuenciados los N-terminales de los picos d, ¢, f, g y h. Las secuencias obtenidas
para estas fracciones fueron las siguientes:

pico d: PKA---
pico e: FVNQHL

pico f: YTPKA--
pico g: FVNQH
pico h: FVNQH
Considerando el tiempo de retencion y la secuencia N-terminal el pico g o el
pico h corresponden a la cadena B de insulina intacta remanente, ambos picos
disminuyen su altura al pasar de 12 a 18 horas de incubacién como consecuencia
de la hidroélisis. Por otra parte, del analisis de estas secuencias se puede deducir
que otro enlace hidrolizado por silprosina es Phe25-Tyr26. También resulto
hidrolizado ¢l enlace Thr27-Pro28, sin embargo este enlace sufre hidrdliis no
enzimatica como consecuencia de una larga exposicion a pH acido (Piszkiewicz et
al., 1970).
En base a estos resultados se puede proponer el siguiente modelo de corte de la

cadena B de insulina:

FVNQHLCGSHLVEALYX LVCGERGFFYTPKA

)

%,
«

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFF «\\YTPKA
e
[te]]

Tanto el enlace Tyr16-Leul7 como Phe25-Tyr26 son enlaces en los que estan

involucrados residuos hidrofébicos.

Todas las enzimas asparticas parecen tener una hendidura extendida en el sitio
activo que puede acomodar al menos siete aminoacidos del sustrato: S4-S3’°, segin
la nomenclatura de Schechter y Berger. El clivaje del polipéptido ocurre entre
residuos hidrofobicos ubicados en los sitios S;-S;’°, sin embargo los sitios de unién
secundarios tienen grandes efectos en la eficiencia catalitica de estas enzimas
(Dunn et al., 1986).

Con pequeiias variaciones de especificidad entre las distintas enzimas (Tabla 4),

las peptidasas asparticas de plantas también muestran preferencia por aquellos
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enlaces en los que estan involucrados residuos hidrofébicos voluminosos o

enlaces cercanos a este tipo de residuos (Kervinen et a/, 2004).

1 5 10 15 20 25 30
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA

Silprosina T T

Cardosina A T T

Cardosina B tit
Fitepsina de T TT T{ T

cebada

Pepsina (¥ ! Pt T

(*) Athauda & Takahashi (2002)

Tabla 4 . Especificidad de corte de distintas peptidasas asparticas sobre la cadena p oxidada de
insulina a pH acido

El enlace Phe25-Tyr26 de la cadena B de insulina también es hidrolizado por
cardosina A y cardosina B de C. Cardunculus; ademas ambas cardosinas
hidrolizan los enlaces Leul5-Tyrl6 y Leul7-Vall8; cardosina B, menos
especifica, hidroliza también los enlaces Glul3-Alal4, Alal4-LeulS y Phe24-
Phe25 (Verissimo et al., 1995). Otros ejemplos son la fitepsina aislada de semillas
de calabaza (Cucurbita maxima) que hidroliza la cadena P de insulina en los
enlaces Phel-Val2 y Phe24-Phe25 asi como también los enlaces en los que estan
involucrados residuos de Tyr (Kervinen et al., 1995) y la fitepsina aislada de
varios tejidos de cebada (Hordeum vulgare) que cliva los enlaces Leul1-Vall2,
Alal4-Leul$, Leul5-Tyr16, Phe24-Phe25 y Phe25-Tyr26 (Kervinen et al., 2004).
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5.72. Hia“vé'isis del pép’ciJo sintético MCA~qu—Dro-A|a-@‘u-Dlﬁe-
Phe Alal eo DNP

5.2.1. Demcil de pH de si]p’r’osina

La actividad endopeptidasica de silprosina se determind sobre el derivado
fluorogénico del péptido sintético Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu (M&M,
item 13.2) en presencia de buffers de distintos valores de pH (entre 3,5 y 7,6).
Como puede apreciarse en la Fig. 22 la actividad fue maxima alrededor de pH 5,6.
Con este sustrato no mostr6 actividad a valores de pH menores a 4,0. A pH 7,6 la
enzima presenté mas del 50% de la actividad con respecto al pH 6ptimo, siendo
este valor de actividad mucho mas alto de lo esperado para una peptidasa de este

tipo.

100 A
80 -
60 -

40

% actividad endosterolitica

20 -

pH

Figura 23. Actividad endopeptidasica sobre el derivado fluorogénico del
péptido sintético KPAEFFAL determinada a distintos valores de pH

Pohl & Dunn (1988) reportaron la dependencia de los parametros cinéticos de
pepsina para varios derivados del péptido Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Nph-Arg-Leu,
dichos péptidos se obtuvieron cambiando en cada caso un residuo no involucrado
en el enlace escindible por el aminoacido Lys. Con varios de estos sustratos
pepsina presentd una dependencia dramatica con el pH, siendo la unién y el

clivaje de algunos de ellos mas favorable a valores altos de pH. Este efecto
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proviene de interacciones especificas dentro de los subsitios de la enzima, aunque
también pueden tener importancia fendmenos de atraccion electrostatica (Dunn &
Hung, 2000).

Las fitepsinas de cebada (H. vulgare) muestran la maxima actividad sobre el
sustrato cromoforico Pro-Thr-Glu-Phe-Nph-Arg-Leu entre pH 3,5 y 4,1 (Kervinen
et al., 1993). Nepenthensina, la PA aislada de plantas carnivoras del género
Nepenthes, tiene un pH dptimo entre 2,0 y 3,0 para distintos sustratos proteicos.
Enzimas asparticas de especies relacionadas a Silybum marianum, como las
mencionadas cardosina A y cardosina B de C. cardunculus son activas entre pH 2
y 7 sobre los péptidos sintéticos cromogénicos Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe(NO,)-
Ala-Leu y Leu-Ser-Phe(NO;)-Ahx-Ala-Leu-OMe, con un pH Optimo algo mas
alto (alrededor de pH 5,0) que el de otras peptidasas asparticas (Verissimo ef al.,
1996).

5.2.2. Estahi'iJaA ala temperatura

La enzima al ser incubada durante 15 minutos a 20 °C retuvo un 94,7% de
actividad endosterolitica con derivado fluorogénico del péptido sintético Lys-Pro-
Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu (M&M, item 13.3). Mientras que luego de dos horas de
incubacion a la misma temperatura la actividad residual fue de 51,4%. Esta
relativamente baja estabilidad a la temperatura contrasta con aquélla mostrada por

las cardosinas A y B que son estables atin a 60 °C (Verissimo et al., 1996).

5.2.3. Determinacién Ole pardmetros cinéticos

Para la determinacion de los parametros cinéticos se uso el protocolo descripto
en el item 13.5 de M & M. El sustrato fue el péptido sintético MCA-Lys-Pro-Ala-
Glu-Phe-Phe-Ala-Leu-DNP que también ha sido utilizado por otros autores para
determinar los parametros cinéticos de otras peptidasas de Asteraceae (Verissimo
et al., 1996). Se asumio que la cinética sigue el mecanismo del estado estacionario
propuesto por Haldane y la determinacidn de estos parametros cinéticos, Km y
Vmax, s€ realizé con el mdédulo de cinética enzimatica del programa Sigma Plot
que ajusta la curva mediante iteraciones sucesivas. En la Fig. 24 se muestra solo a

modo de ejemplo el grafico Lineweaver-Burk.
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Figura 24. Grafico Lineweaver-Burk para la determinacion de parametros
cinéticos con el derivado fluorogénico del péptido sintético
KPAEFFAL

Se obtuvieron los siguientes valores: Ky 25,4 pM, Vmax 0,6044 pM/min por
mg de enzima, los resultados obtenidos se ajustaron a la cinética de Michaelis con
21 grados de libertad y un coeficiente de correlacion al cuadrado de 0,96.

Para el mismo péptido sintético (en la forma de sustrato cromoférico) los
valores de K, para cardosina A y cardosina B fueron 108 pM y 110 uM
respectivamente (Verissimo et al., 1996), alrededor de 4 veces mayores que el
obtenido para silprosina. Cordeiro et al. (1998b) usaron 4 octapéptidos
cromoféricos para realizar estas determinaciones cinéticas con ciprosina 3 a, B y
v, obteniendo los menores valores de K, (entre 15 y 25 uM) empleando el
sustrato Lys-Pro-Ile-Val-Phe-Nph-Arg-Leu y los mayores con el sustrato Lys-Ser-
Ala-Lys-Phe-Nph-Arg-Leu (entre 220 y 280 pM).
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Objetivos especificos

Los objetivos especificos del presente capitulo fueron:

a)

b)

Obtener preparaciones enzimaticas crudas y parcialmente purificadas de
flores de Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae) como nueva fuente de

peptidasas coagulantes de leche.

Caracterizar la actividad coagulante de leche bovina de las preparaciones
parcialmente purificadas en cuanto al efecto del salado, el agregado de

CaCl, y la estabilidad a la temperatura.

Obtener hidrolizados parciales de caseinas de leche bovina, caprina y ovina.
Analizar los perfiles de degradacion mediante electroforesis de los mismos.
Comparar la acciéon de la preparacion parcialmente purificada de S.

marianum con la de un cuajo bovino comercial.

.........




Materiales y Métodos

I, Determinacion de la actividad coagu!ante de leche

Se preparo una solucion de leche descremada al 10% (Sam Regim) en solucion
de CaCl, 10 mM. La mezcla de reaccidon consistié en 100 ul de preparacion
enzimatica por cada ml de leche y se incub6 a 30 °C hasta observar la formacioén
de un coagulo macroscopico. Se emplearon extractivos de Cynara scolymus
(Llorente et al., 2004) para realizar los controles positivos de coagulacion y buffer
de extraccion para los controles negativos.

Se definié una unidad de actividad coagulante (UAC) como la cantidad de

enzima que coagula 10 m] de leche a 30 °C en 100 s (Barros et al., 2001).

I, J;]Eecfo del NaC' T | activiojacl coaguian{:e

La actividad coagulante de leche fue medida siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente en presencia de cantidades crecientes de cloruro de sodio
(0.0-1.0 M).

1.2. E}Eecto del CaCl,) sobre la actividad coagu'an’ce

La actividad coagulante de leche fue medida siguiendo el protocolo presentado
en el punto 1 pero reconstituyendo la leche descremada en polvo con cantidades

crecientes de solucion de cloruro de calcio (0.0-1.0 M), siendo 6,5 el pH final.

| 1] i

— do . L.
.3, t:stalolluaaa de la preparacién enzimatica a 37 \_

La estabilidad a 37 °C de la preparacion enzimatica fue testeada por incubacion
del extractivo en camara termostatica durante 0, 14, 30 y 60 minutos. La reaccion
se detuvo al sumergir el tubo que contenia la mezcla de reaccion en bafio de hielo.
Luego se determiné la actividad residual segun el protocolo de actividad

coagulante de la leche descrito en el item 1.
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2. l—licjréhsis ole caseinas

2.1 Dreparacién de caseinatos

Se prepararon caseinatos por precipitacion isoeléctrica mediante acidificacion a
pH 4,25 con HCI 6M siguiendo el método de Souza y Malcata (1998) a partir de
leches de vaca, oveja y cabra previamente pasteurizadas. En cada caso la mezcla
se mantuvo con agitacién a 37 °C durante 30 minutos. Las caseinas se recuperaron
por filtracion sobre papel de filtro y se lavaron varias veces con agua destilada.

Los precipitados se resuspendieron en agua desionizada, ajustando el pH a 7,0
con NaOH 1M. Cada suspension fue mantenida a 4 °C durante 2 horas para ser

luego liofilizada y almacenada.

2.2. Desa’r"r’oHo o‘e |a LniJré'isis

Los caseinatos de sodio liofilizados se disolvieron (10 g/l) en buffer fosfatos
100 mM de pH 6,5 conteniendo 0,1 % de azida sddica como inhibidor del
crecimiento microbiano.

Las hidrolisis de los distintos caseinatos se realizaron en tubos tipo Eppendorf
de 1,5 ml termostatizados a 30 °C siguiendo la técnica descripta en Vairo Cavalli
et al. (2005). Cada mezcla de reaccidon consistié en 45ul de enzima y 450pul del
respectivo sustrato.

La reaccion se detuvo a distintos tiempos: 30 minutos, 1, 3, 6, 12 y 24 horas por
el agregado de 500ul de TCA al 5%.

Simultineamente se realizaron los siguientes ensayos blanco:

a) blanco de sustrato: en lugar de la enzima se agregaron 45ul de H>O destilada.

b) blanco de reactivos: se realizé invirtiendo el orden de agregado de los
reactivos, primero el sustrato (caseinato sodico) luego el TCA al 5% y finalmente
la enzima, de forma que al ingresar a la mezcla la enzima se inactive
inmediatamente por accion del acido.

Las mezclas se dejaron luego en heladera al menos 30 minutos y se
centrifugaron 15 minutos a 8500 g. Se descart6 el sobrenadante, y el precipitado
fue redisuelto en 450 ul de buffer de muestra para electroforesis en geles de urea o
tricina respectivamente, como se verd mdas adelante. Las muestras para

electroforesis en geles con tricina se llevaron a ebullicion 5 minutos en bafio de

Ho
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Maria. Todas las muestras fueron centrifugadas 3 minutos a 10000 g antes de ser

sembradas.

3. Electro]toresis desnaturalizante- discontinua con urea en geles de
po|iacri|amda

Para realizar las electroforesis con urea se sigui6 la técnica que Andrews (1983)
desarroll6 para estudiar la accion de las peptidasas endogenas de la leche bovina.
Shalabi y Fox (1987) compararon esta técnica con otras comunmente usadas
(como SDS-PAGE, urea-PAGE de pH 4cido) para realizar estudios
electroforéticos de los péptidos solubles de una serie de quesos, llegando a la
conclusion que el método de Andrews did los mejores resultados. Posteriormente
este método ha sido utilizado para el analisis de perfiles hidroliticos de caseinas
de diverso origen en la evaluacion de potenciales substitutos de cuajo (Silva y
Malcata, 1999; Silva et al., 2002).

3.0, Drepa’r’acién Je |as Muesfmas

Las muestras consistieron en los hidrolizados de caseinas bovina, caprina u

ovina obtenidos como se explico en el punto anterior.

BuFFev de M vestra

Tris 0,75 g

Azul de bromofenol 2 mg

Urea 48 g
Se lleva a pH 7,6 con HCI IN

Aguac.s.p. 100 ml

Al redisolver las muestras se agregaron 0,2 ml de B-mercaptoetanol por cada ml de

buffer de muestra.

3.2. D'r’eparacién ale Ios ge'es

Los geles se moldearon dentro de placas de vidrio de 7 cm x 8 cm x 0,75 mm.

En un primer paso se prepard el gel de resolucion y luego de que este polimerizo
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se hizo lo propio con el gel de "stacking". La composicion de las soluciones
necesarias para la preparacion de ambos geles y el desarrollo de la electroforesis

se describe en los items siguientes.

3.2.1. Ca"cu'o de la composicién de las mezclas de acrilamida-

L)isacri|amiAa (AB)

(masa en g de acrilamida + masa en g de bisacrilamida) x 100

%T=
volumen total

masa en g de bisacrilamida x 100
%C =

( masa en g de acrilamida + masa en g de bisacrilamida)

3.2.2. C;e‘ de vesolucion

So'ucic’m madre de acrilamida-bisacrilamida (5?,4:?,7)

Acrilamida 324¢
Bisacrlamida 2,7¢g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

La mezcla filtrada se guarda en frasco color caramelo y almacena como maximo

2 meses a 4°C.

Buﬁcer GJe T’eso|ucién
Tris 36,3g
Se lleva a pH 8,9 con HCI IN
Aguac.s.p. 100 ml

1?2
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@e' de Qeso|ucic’m 12,5 % T—Ll-% C

Solucion madre de acrilamida-bisacrilamida (32,4:2,7) 3,7ml
Buffer de resolucion 1,1 ml-
Urea (solucion 9 M) 4,7 ml
Agua destilada 0,46 ml
Se agita suavemente y se agrgan los agentes polimerizantes
TEMED 5ul
Persulfato de amonio 10 % p/v 40 ul

El gel queda preparado a pH 8,9 en buffer Tris-HCl 0,33 M con una

concentracion final de urea de 4,3 M.

3.2.3. Ge| 0|e “staclging”

So|ucién madre de acrilamida-bisacrilamida (?O:I)

Acrilamida 20,0 g
Bisacrilamida 10g
Agua destilada c.s.p. 100 mi

La solucion filtrada pudo conservarse hasta 2 meses a 4°C en frasco color

caramelo.
Bu}c]te‘r’ de stac[ﬂing
Tris 6,1g
Se lleva a pH 7,6 con HCI IN
Agua c.s.p. 100 ml
Ge| de Stac‘{ing uH,? %T - 5% C
Soluciéon madre de acrilamida-bisacrilamida (20:1) 1,4 ml
Buffer de stacking 0,87 ml
Urea (solucion 9 M) 3,35ml
Agua destilada 1,0 ml
Se agita suavemente y se agrgan los agentes polimerizantes
TEMED 4 ul

Persulfato de amonio 10 % p/v 40 pl

13
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El gel quedé preparado a pH 7,6 en buffer Tris-HCl 0,062 M con una

concentracion 4,3 M de urea.

3.3. Aphcacién de las muestras y condiciones de corrida

La electroforesis se desarrollé en un equipo Mini-Protean III Dual Slab Cell
(Bio Rad). Las calles se lavaron dos veces con buffer de reservorio. Previamente a
la aplicacion de las muestras se realizé una precorrida a 50 mA (aproximadamente
100V) por 10 min para eliminar electrolitos que puedan afectar la corrida. Las
muestras se aplicaron con jeringa Hamilton (volumen de siembra: 3 ul). La
electroforesis se corrid a potencial constante en dos etapas: 100 V hasta el final
del “stacking” y 200 V hasta el final de la corrida. La corrida finalizé cuando el
frente de corrida llegd al borde inferior del gel (aproximadamente 45 min. en

total). Se empleo el siguiente buffer de reservorio de pH 8,3:

Bu]qje‘r’ Je Qese'ﬂvowio (§o|ucién concentraAa)

Tris 30g
Glicina 146 ¢g
Aguac.s.p. 100 ml

La solucién se filtro y se almacené a 4 °C. Antes de ser usada se diluyé 1/10.

3.4. l:ijacién, coloracion y secado de los ge'es

Los geles se fijaron sumergiéndolos durante 30 minutos en solucidn fijadora.
Luego de este tiempo se reemplazé la solucién fijadora por solucion colorante. El
tiempo de coloracion no superd la hora treinta minutos para evitar la difusién de
los péptidos de menor peso molecular. Finalmente se eliminé el excedente de

colorante por el agregado de solucidn decolorante tres veces durante 15 minutos

cada vez.
So*ucic’m FijacJowa
Acido acético glacial 10 ml
Metanol 50 ml
Agua c.s.p. 100 m!

Ha
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Solucién co(owante

Acido acético glacial 10 ml
Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg
Agua c.s.p. 100 ml

La solucidn se filtro antes de ser usada.

So|ucio’n oleco|o-r’an{e

Acido acético glacial 10 ml
Aguac.s.p. 100 ml

3.4.1. Secacio y almacenamiento de geles

Los geles se sumergieron en una solucion de glicerol al 40 % v/v durante 24
horas a temperatura ambiente y se colocaron entre films plasticos, evitando la
formacion de burbujas; por fuera de los films se colocaron papeles de filtro formando un
“sandwich”. Sobre el conjunto se colocd un peso tal que la presion ejercida fuera de
aproximadamente 7,5 g/cm2 y se mantuvo durante 3 dias en esas condiciones. Cuando los
geles estuvieron suficientemente deshidratados se sellaron los bordes de los films con

cinta de enmascarar lo que permite su manipulacién y conservacion.

4. J;lectro]toresis desnaturalizante-discontinua con tricina-SDS en

ge'es de po‘iacrilamio‘a para | separacién de proteinas en el Tango |-

fol®] LLDa

Esta técnica electroforética desarrollada inicialmente por Shagger y Von Jagow (1987)
permite la deteccion en un unico gel de las fracciones de caseina aunque fue
especialmente adaptada por Pardo & Natalucci (2002) para la mejor visualizacion de los
péptidos de bajo peso molecular presentes en los hidrolizados de caseina. Tiene ademés la
ventaja de que se pueden estimar los pesos moleculares de los fragmentos peptidicos
generados durante la hidrélisis y que dichos fragmentos pueden ser transferidos a una

membrana para ser luego secuenciados.
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4.1, Dreparacién cJe |os ge|e9

Se utilizaron tres tipos de geles:
1-  Gel de “stacking” (4%T, 3%C)
2- Gel espaciador (10%T, 3%C)
3- Geles de separacion (16,5%T, 3%C)

Este gel discontinuo permite separar en el rango 1-70 Kda.

So|ucién madre de acrilamida-bisacrilamida (48:1,5)

Acrilamida 480¢g
Bisacrlamida 1,5g
Agua destilada c.s.p. 100 ml

La solucién fue filtrada y guardada en frasco color caramelo hasta 2 meses a 4°C.

Buﬁce'r’ de ’Qeso‘ uciéon

Tris 36,3g
se lleva a pH 8,45 con HCI IM

SDS 0,3g

Agua destilada c.s.p. 100 ml

Ge| cJe Sepa‘r’acién <|O %T -3 %C)

Solucién madre de acrilamida-bisacrilamida (48:1,5) 3,3ml
Buffer de resolucion 3,3ml
Glicerol 25 % v/v 4,7 ml
Se agita suavemente y se agregan los polimerizadores
TEMED 5ul
Persultato de amomo al 10 % p/v 50 ul

El gel queda preparado a pH 8,45 en buffer Tris-HC1 0,87 M conteniendo 0,087 % de
SDS y 10,3 % de glicerol.

e}



(;et Espaciaolor 10 %T - 3% C

Solucion madre de acrilamida-bisacrilamida (48:1,5) 2ml
Buffer de resolucion 3,3ml
Agua destilada 4,7 ml
Se agita suavemente y se agregan los polimerizadores
TEMED 5ul
Persulfato de amoniol0 % p/v 50

Matew"ia|e§ y Métoalos - Cap(iulo 2

El gel queda preparado a pH 8,45 en buffer Tris-HCl 0,98 M conteniendo 0,1 % de

SDS.

@el de S{:acLﬂng U %T — 3% C

Solucion madre de acrilamida-bisacrilamida (48:1,5) 0,6 ml
Buffer de resolucion 1,0 ml
Agua destilada 3,4 ml
Se agita suavemente y se agregan los agentes polimerizantes
TEMED 10
Persulfato de amonio 10 % 100 pl

El gel queda preparado a pH 8,45 en buffer Tris-HCl 0,59 M conteniendo 0,06 % de

SDS.

4.72. Aphcacién de las muestras Y condiciones de corrida

La electroforesis se desarrollé en un equipo Mini-Protean III Dual Slab Cell

(Bio Rad). Las calles se lavaron dos veces con buffer catodico. Las muestras se

prepararon como se indica en el punto 2 con el siguiente buffer de muestra:

Las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton (volumen de siembra: 6 ul).

Bu%te’r1 de muestra

Tris 0,79¢g

SDS 20g

B-mercaptoetanol 5,0 ml

Glicerol 8,0ml

Azul de bromofenol 5,0 mg
se lleva a pH 6,8 con HCI IM

Agua Destilada c.s.p. 100 ml
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Se emplearon dos buffers distintos para llenar los reservorios anddico y

catodico, que se describen a continuacion.

Bu%cew AnéJico

Tris 2,4g
se lleva a pH 8,9 con HCIl IM

Agua destilada c.s.p. 100 ml

Bu{}terCatéJico

Tris 1,2g
Tricina 1,8¢
SDS 0,1g
AD c.s.p. 100 ml

4.2.5. Conaliciones oje cor’r’iola

La electroforesis se corrio en etapas: con potencial constante (30V) hasta el final

?

del “stacking”, luego se aumenta progresivamente 15 V/min durante 4 minutos y

finalmente se deja a un potencial constante de 90V hasta el final de la corrida.
4.3. Eijacién, Coloracic’m Y SecacJo de los ge'es
Los geles se fijaron, colorearon y decoloraron como se indica en el punto 3.4.

Finalmente se secaron como se indica en 3.4.4.

5. Tra’camien’co Analf’cico Ae Datos por Densi’cogra}tl’a

5.1 Cap{:ura y procesamiento pre'iminar de los datos

Para la digitalizacion de los geles provenientes de las electroforesis, se utilizé un
escaner UMAX modelo Astra 610P. Los geles fueron escaneados a 360 dpi en
formato TIFF no comprimido y las imagenes reducidas luego a un tamafio y

resolucion adecuados en un programa de procesamiento de imagenes (Paint Shop

1na
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Pro). Este programa fue utilizado también para ajustes de brillo, contraste e

intensidad de color.

5.2 Ana’hsis de los datos por Jensitogra{jl’a

Una vez que las imagenes escaneadas fueron procesadas se obtuvieron los
correspondientes densitogramas mediante el empleo del software Scion Image

Beta 4.02 for Windows (Scion Corporation, http://www.scioncorp.com).

Ile)


http://www.scioncorp.com

Resultados y Discusion

. /v\ctlviojaJ coaqu|ante de leche de las preparaciones enzimdticas de Sﬂ
marianum

Extractos acuosos de flores de C. cardunculus L. (Asteraceae) han sido utilizados
tradicionalmente en la manufactura de quesos de leche de oveja y cabra en diversas
dreas rurales de Potugal y Espaiia (Silva & Malcata, 2000). Para realizar los quesos
los granjeros colectan flores maduras en los meses de junio y julio y las almacenan en
lugares secos para ser utilizadas en la coagulacion de la leche durante el otofio y el
invierno. Durante el almacenamiento algunos lotes de flores pueden infectarse por
hongos o degradar de alguna forma, produciendo generalmente alteraciones en las
caracteristicas de los quesos tales como produccion de sabor amargo o produccion de
un queso muy blando (Cordeiro et al., 1993).

En este trabajo se utilizaron extractos obtenidos a partir de flores frescas con el fin
de evitar posibles modificaciones de las enzimas durante el proceso de secado. Como
se ha visto en el capitulo 1, el extractivo crudo de flores frescas obtenido a pH 3,0 en
presencia de nitrogeno liquido present6 la mejor actividad coagulante (R&D, item 2).
Por su parte la preparacién enzimdtica parcialmente purificada utilizada para los
posteriores ensayos (R&D, item 3.1.2, del Capitulo 1) contd6 con 0,083+0,003

unidades de actividad coagulante de leche/ml.

1. [V_][-ed;o Je| NaC’

Con el fin de evaluar el efecto del salado sobre la enzima aislada se determin6 la
capacidad coagulante empleando leche con cantidades crecientes de NaCl (item 1.1

de M&M). Los resultados se pueden observar en la figura 1.

120




Capf’cu[o ?.-Qesui(:aéos y Dlscuslén
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Figura 1. Efecto del salado en la actividad coagulante de
leche

En presencia de NaCl 50 mM la actividad coagulante de leche decrecié un 53 +2 %
con respecto a la actividad coagulante sin el agregado de sal. La actividad continué
decreciendo con concentraciones mayores y ya con 250 mM de NaCl no se detectd
actividad coagulante hasta las 24 horas de incubacion.

El mismo comportamiento fue observado por Tamer (1993) para las enzimas con
actividad coagulante de leche aisladas de flores y semillas de Onopordum turcicum L

(Asteraceae).

1.2. E:]Eecto Je’ CaCh

La actividad coagulante de leche en presencia de concentraciones crecientes de
CaCl; se ensayé como se describi6 en el item 1.2 de M&M. Como se observa en la
figura 2 esta actividad se incrementa notoriamente cuando aumenta el contenido de

CaCl, hasta 30 mM.
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Figura 2. Actividad coagulante de leche con concentraciones crecientes de CaCl,

Este resultado es consistente con lo observado para distintas enzimas coagulantes
de leche al ser utilizadas frente a distintos tipos de leche (Castillo et al., 2002, de
Kruif, 1999). La mayoria de los autores creen que el agregado de CaCl, favorece la
coagulacion de leche porque afecta la agregacion (Castillo et al., 2002).

Como vemos en la misma figura la actividad coagulante decrece con valores
mayores a 30mM, llegando a perder algo mas de un 20% con 100 mM de CaCl,,
posiblemente por el incremento de la fuerza idnica; este comportamiento también fue

observado por Famelart ef al. (1999) en leches coaguladas con cuajo bovino.

I.3. EstabiliJaJ de la enzima a 37 OC

A fin de establecer la estabilidad a la temperatura de la preparacién enzimatica
parcialmente purificada se determiné la actividad coagulante luego de incubar dicha
preparacion diferentes tiempos a 37 °C tal como se describe en el item 1.3 de M&M,
determinandose luego la actividad coagulante residual. Los resultados obtenidos se

observan en la figura 3.
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Figura 3. Actividad coagulante residual determinada luego de exponer la
preparacion enzimatica parcialmente purificada a 37 °C por periodos
variables.

La preparacion perdio el 28 + 4 % de la actividad coagulante de leche después de
14 minutos de incubacién mostrando que posee una baja estabilidad a 37 °C. Solo el
23 £ 1 % de la actividad inicial fue retenida después de 60 minutos a esta
temperatura. La pérdida de la actividad coagulante puede ser atribuida a la
degradacion de la peptidasa presente en la preparacion, pero debemos tener en cuenta
que como la coagulacion de leche no es una medida lineal de la actividad proteolitica,
estos resultados no implican que la enzima se haya degradado en el mismo

porcentaje.

2. HiJT’é‘isis Ae caselnas

Al estudiar un substituto de cuajo es de gran importancia evaluar adecuadamente
los perfiles de degradacion de las caseinas por el efecto que esta degradacion tiene en
el rendimiento, consistencia, sabor y olor del queso (Fox, 1989). Con el objetivo de
analizar los perfiles de degradacion de caseinas bovina, caprina y ovina se sometieron

estos sustratos a hidrélisis parcial segun el protocolo descrito en el item 2 de M&M
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del presente capitulo y se realizaron las electroforesis de los productos obtenidos
tanto por urea-PAGE (M&M, item 3) como por tricina SDS-PAGE (M&M, item 4 ).

Las preparaciones parcialmente purificadas empleadas para degradar las caseinas
presentaron las siguientes caracteristicas: 0,128+0,002 Upy/ml, 0,083+0,003 unidades
de actividad coagulante de leche/ml y 264+4 ng/ml de proteina.

La electroforesis en el sistema urea-PAGE es el método tradicionalmente empleado
para el estudio de los hidrolizados de caseina y para el seguimiento de la maduracion
de los queso ya que la urea, al ser un agente caotrépico, previene la formacion de
agregados y mejora la resolucion de las caseinas con respecto a otras electroforesis
(Andrews, 1983; Shalabi y Fox, 1987; Creamer, 1991). Este método fue usado en el
presente trabajo ya que se dispone de una amplia bibliografia con la cual comparar
los resultados obtenidos. Recientemente Pardo y Natalucci (2002) han demostrado
que la electroforesis empleando el sistema tricina-SDS-PAGE de alta resolucion
permite visualizar los péptidos formados durante la hidrélisis de las caseinas, atin los

mas pequefios y estimar sus PM.

2.1, L—Jiolrc’)ligis de casefnas Eovinas

2.1, Ana"isis por urca ’)/—\\GL;

La electroforesis realizada emplendo el sistema de urea-PAGE se muestra en la
figura 4. Se pudieron identificar en orden creciente de movilidad la region de las y-
caseinas, B-caseina, la region correspondiente a las a-caseinas, que incluye as- y
as1-caseinas (Creamer, 1991).

Luego de 3 horas de incubacion se observo degradacion tanto de B-caseina como de
as-caseinas (45 y 65 %, respectivamente). Estos resultados son concordantes con los
obtenidos por otros autores, quienes reportaron que la fraccion B-caseina de leche
bovina es menos susceptible que las a-caseinas a la protedlisis por extractos de
flores de Centaurea calcitrapa (Tavarnia et al. 1997) y Cynara cardunculus (Silva et
al. 2002), dos especies pertenecientes a la familia Asteraceae, de las que también se

aislaron aspartilendopeptidasas.
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Figura 4. Urea-PAGE de hidrolizados de caseinatos bovinos. Calles 1,
2,3,4,5,6, 7 hidrolizados a 0 y 30 minutos, 1, 3,6, 12y
24 horas, respectivamente

En la figura 5 pueden observarse los densitogramas obtenidos a partir del gel
obtenido por urea-PAGE para los distintos tiempos de reaccion. Estos graficos son
coherentes con lo expresado anteriormente respecto a la mayor susceptibilidad de la

fraccion de o) -caseina a la hidrolisis respecto a la de la fraccion -caseina.
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Figura 5. Analisis por densitografia del gel obtenido por
urea-PAGE

Luego de 30 minutos de reacciéon se observa la aparicién de una fraccion (a) de
mayor movilidad que las caseinas, que se va intensificando a medida que transcurre la
reaccion (Figs. 4 y 5). Por su parte, la fraccion (b) aumenta hasta las 3 horas de
reaccion y luego se mantiene practicamente constante. Los grupos de bandas (¢) y (d)
comienzan a visualizarse a las 6 horas de incubacién y se van intensificando hacia las
24 horas.

En la figura 6 se observa el porcentaje de hdrdlisis de las fracciones as y fB-
caseina a lo largo del tiempo. Los valores fueron obtenidos mediante el calculo del
area de los picos densitograficos con el programa Scion Image. La curva de velocidad
de hidrdlisis demostrd, tal como se habia indicado previamente, que los dos

principales grupos de caseinas son digeridas por la enzima a diferente velocidad.

126



Capl’tulo 7.—Qesu[{aaos Y Discusién

-
o
o

-— — B-caselna
— — o - caselna

I

T~

~l
a

\

% de hidrdlisis

\\

\
A\
25 | T

0 6 12 18 24
tiempo (horas)

Figura 6. Cinética de hidrolisis de f3 y o, —caseinas bovinas

Como se observa en las figuras 4, 5 y 6 la velocidad de hidrdlisis fue méxima hasta
las tres horas de reaccion, especialmente para la region de ag;-caseina. A partir de ese
momento disminuy? la pendiente de la velocidad de reaccion.

Luego de 24 horas la degradacion de la a-caseina fue de un 86 + 4%, en tanto que
la B-caseina fue degradada en un 50 £+ 1%. Otros investigadores (Tavania et al., 1997)
han reportado que luego de 24 horas de hidrolisis la fraccion B-caseina de caseinato
bovino es degradada por extractos de flores frescas de C. calcitrapa (Asteraceae)
hasta un 50% con respecto a la degradacion de las fracciones os. Este
comportamiento puede ser explicado pues la caseina o5, bovina es una proteina rica
en residuos hidrofobicos, presentando un 43% de los residuos con cadenas laterales
hidrofébicas (Ramalho-Santos et al., 1996); como ya se discutié en el Capitulo 1
(item 5.1.3 de R&D) las peptidasas asparticas tienen preferencia por los enlaces entre
este tipo de residuos.

Se sabe ademds que la a5 -caseina bovina es clivada durante la maduracién de los
quesos y el grado en que ella es hidrolizada es un factor importante en el rendimiento,

la textura y las propiedades organolépticas del queso (Dalgleish, 1982).
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2.0, L/ompa‘r’aoon del comporlamiento con cuajo bovino comercial

Con el objetivo de comparar el perfil hidrolitico obtenido empleando silprosina
parcialmente purificada con el obtenido empleando un cuajo bovino comercial se
realizd la hidrélisis parcial de caseinas con este iltimo preparado, llevando la
solucién enzimatica a una actividad coagulante de leche de 0,083 unidades/ml y
manteniendo los restantes parametros iguales a los empleados con silprosina (M&M,
item 2). Los hidrolizados fueron sometidos a electroforesis emplendo el sistema urea-

PAGE y los resultados obtenidos se muestran en las figuras 7 y 8.

Figura 7. Urea-PAGE de hidrolizados de caseinas bovinas. A: Hidrolisis
realizada con silprosina. B: Hidrélisis realizada con cuajo bovino
comercial. Calles 1: tiempo 0, calles 2: 24 horas.

La preparacion enzimatica parcialmente purificada de flores de S. marianum
hidroliz6 parcialmente, como ya habiamos observado en el item 2.1.1, tanto la
fraccion o - como la fraccion B-caseina, mientras que en el caso del cuajo bovino
practicamente no fue apreciable la actividad sobre estas fracciones en las condiciones
del ensayo. Por otro lado la figura 8 muestra en ambos hidrolizados de 24 horas la

aparicion de una fraccion (a) de idéntica movilidad relativa.
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Figura 8. Densitograma de la hidrélisis de caseinas bovinas a tiempo Oy
24 horas por silprosina (A) y por cuajo bovino comercial (B)

2.1.72. Ana’ isis por tricina SL)S[D/\CL[j

El método de tricina SDS-PAGE (M&M, item 4) tiene la ventaja de que se pueden
visualizar separadas as-, 0g-, P- y k-caseinas y ademas se logra una buena
separacion de los péptidos de bajo PM. k-caseina es la fraccion de caseina con mayor
movilidad empleando esta técnica, mientras que PB-caseina mostré una movilidad
intermedia, la fraccion de menor movilidad fue la regién de las a,-caseinas (Pardo &

Natalucci, 2001). La figura 9 muestra el perfil de hidrélisis obtenido por esta técnica.
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Figura 9. Tricina SDS-PAGE de hidrolizados de caseinatos bovinos. Calle 1.
marcadores polipeptidicos de peso molecular, calles 2, 3; 4 y 5:
tiempos; 0, 6; 12 y 24 horas de hidrélisis, respectivamente.

Como lo muestra la figura 9 luego de seis horas de incubacion aparecieron nuevas
bandas de menor masa molecular que las caseinas (alrededor de 15,0; 8,0; y 6,7 kDa),
dichas bandas se hicieron mdas intensas después de 24 horas de hidrdlisis. El
hidrolizado de 12 horas mostré también tres nuevas bandas (alrededor de 24,0; 5.0; y
3,0 kDa) que se intensificaron a las de 24 horas de hidrolisis. Con respecto
hidrolizado de 24 horas se produjeron otras tres nuevas bandas (alrededor de 21,5,
17,0 y 13,0 kDa). Por otro lado, una banda de 10,0 kDa se hizo mas intensa a las 24 h

de incubacion.

2.7, Hialwé‘ig'\s de cascinas caprinas

2.7, And‘isis por u‘r'eap/f\Gl,;

La figura 10 presenta el electroforetograma tipico obtenido por urea-PAGE del
caseinato caprino y los perfiles de hidrélisis a distintos tiempos de dicho caseinato

empleando silprosina parcialmente purificada como endopeptidasa.
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Figura 10. Urea-PAGE de hidrolizados de caseinatos caprinos. Calles 1, 2, 3,
4,5,6,7:tiempos 0, 1, 3, 6; 12 y 24 horas, respectivamente

El grupo con menor movilidad electroforética en la figura 10 es la fraccion B-
caseina (Richardson & Creamer, 1974), que a veces se subdivide en dos variantes f3;-
y P2-caseina , en este caso las dos bandas estan juntas como region p-caseina (Tavaria
et al., 1997). El grupo de bandas con mayor movilidad es la region de las as-caseinas,
que puede incluir un nimero variable de especies moleculares dependiendo el
polimorfismo genético de las proteinas presentes en la leche de cabra (Carretero et
al., 1994).

Luego de 30 minutos de reaccion comienza a visualizarse la banda (a) que se
intensifica hasta las 3 horas de incubacién y se mantiene casi constante hasta las 24 hs
de reaccion. Por su parte la banda (b) que aparece muy intensa a las 3 horas de
hidrélisis se hace mas tenue en los siguientes tiempos de reaccion.

El grafico de la figura 11 muestra los densitogramas correspondientes a las bandas
obtenidas por urea-PAGE. Los picos (a) y (b) corresponden a las bandas (a) y (b) de
la figura 10.
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Figura 11. Analisis por densitografia de la urea-PAGE

La fraccion B-caseina caprina luego de 24 horas de incubacién muestra un 40% de
degradacion (Fig. 10 y 11. Por su parte, la fraccion de o, -caseina, fue degradada un
68% a las 24 horas de incubacion.

La cinética de hidrélisis (Fig. 12) medida como la disminucién de las areas de los
picos del densitograma muestra que la velocidad de degradacion fue semejante para
ambas fracciones de caseinas durante las primeras 3 horas de reaccién. Sin embargo
al proseguir la hidrélisis la as-caseina fue hidrolizada con mayor velocidad que la B-
caseina.

Estos resultados son consistentes con lo hallado por Souza & Malcata (1998)
quienes observaron que ambas fracciones del caseinato caprino durante 3 horas se
hidrolizaban a la misma velocidad, al realizar la reaccion con extractos acuosos de pH

5,9 obtenidos a partir de flores secas de C. cardunculus (Asteraceae).
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Figura 12. Cinética de hidrdlisis de B y a,~caseinas caprinas

?2.72.7. \_omparaciéon con cuajo bovino comercial

La hidrélisis del caseinato caprino se realizé con cuajo bovino comercial y con el
extracto parcialmente purificado de flores de S. marianum en idénticas condiciones
de reaccion (M&M, item2). Los resultados obtenidos al analizar los hidrolizados por
electroforesis empleando el sistema urea-PAGE (M&M, item 3) se muestran en la

figura 13.

B> — B »
' et &
Ol

1 2 1 2
Figura 13. Urea-PAGE de hidrolizados de caseinas caprinas. A: Hidrélisis

realizada con silprosina. B: Hidrélisis realizada con cuajo
bovino comercial. Calles 1: tiempo O, calles 2: 24 horas.
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Como puede observarse tanto en la electroforesis (Fig. 13) como en los

correspondientes densitogramas (Fig. 14) el cuajo bovino comercial no produjo

ningun efecto observable sobre las dos fracciones de caseina mas importantes, solo

hidrolizé parcialmente la region de bandas de movilidad intermedia entre las regiones

as1- y P-caseinas, que corresponden a op-caseina. Por su parte, como ya lo

observaramos en la Fig. 10, el extracto parcialmente purificado de flores de S.

marianum produjo una extensa degradacion de las as-caseinas y una mas leve

degradacién de la B-caseina caprina.

tiempo 0 (cuajo)

—— tiempo 24 hs. (cuajo)
—— tiempo O (silprosina)
—— tiempo 24 hs. (silprosina)

a B

- ««————— movilidad relativa —_—

Figura 14. Analisis por densitogrfia del electroforetograma de las hidrélisis de

2.2.3 Ana’

caseinas caprinas a tiempo O y 24 horas por silprosina (A) y por cuajo
bovino comercial (B)

isis por tricina S[)SDAC};

La electroforesis obtenida por tricina SDS-PAGE de los hidrolizados de caseinato

caprino se muestra en la figura 15. La tnica banda importante y bien definida (a)

aparece luego de doce horas de hidrélisis con un peso molecular de 14,4 kDa y se

intenstfica a las 24hs de reaccion.
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Figura 15. Tricina SDS-PAGE de hidrolizados de caseinatos caprinos. Calle 1:
marcadores polipeptidicos de peso molecular; calles 2, 3 y 4 tiempos 0,
2 y 24 horas de hidrdlisis, respectivamente.

2.3, l ’igréfisis 0‘6 Caseinato Ovino

2.3, /—l\ndhs‘is‘ por urea IDACJL:

En la electroforesis obtenida por urea-PAGE (Fig. 16) de los hidrolizados de
caseinatos bovinos se identificaron dos grupos principales de caseinas, las regiones
os- y P-caseinas, esta observacion es consistente con las reportadas previamente por
Richardson & Creamer, (1976).

El grupo con mayor movilidad corresponde a las as-caseinas que puede incluir 3
variantes (01, Os2 Y O3) esta microheterogeneidad proviene del grado de
glicosilacion y/o el grado de fosforilacion ademas del polimorfismo genético. El
grupo de menor movilidad corresponde a la region de la B-caseina, que esta formada
por dos variantes B; y B2 que se diferencian por el nivel de fosforilaciéon (Souza &
Malcata, 1998).
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Figura 16. Urea-PAGE de hidrolizados de caseinatos ovinos. Calles 1,
2,3,4,5, 6y 7 tiempos 0 y 30 minutos, 1, 3, 6, 12 y 24
horas, respectivamente

Si bien la hidrélisis procede mucho mas lentamente que en el caso del caseinato
bovino (Fig. 4 y 5), ya a los treinta minutos de reaccién aparece una region (a) con
bandas de mayor movilidad que las os-caseinas. Luego de 24 horas de incubacion la
fraccion de as-caseinas fue degradada en un 76 + 4%, mientras que la fraccion de la
B-caseina solo fue hidrolizada en un 19 + 4%. En el caso del queso Serra producido
en Portugal a partir de leche ovina cuajada con extractos de flores de C. cardunculus
se ha observado luego de la maduracion que el grado de hidrélisis de B- y as-caseinas
es extenso y similar para ambas fracciones, 75 y 82% respectivamente (Macedo &
Malcata, 1997). Los hidrolizados que hemos obtenido con los extractos parcialmente
purificados de silprosina podrian predecir una diferencia de comportamiento entre
ambas enzimas.

El densitograma de cada una de las bandas de la electroforesis obtenidas por urea-
PAGE se muestra en la figura 17. En esta figura también se observa la regién (a) de
bandas con mayor movilidad que las os-caseinas como un pico que se va
incrementando desde los 30 minutos hasta las 24 horas de reaccion. Por otra parte a
partir de las 6 horas de incubacién se comienzan a ver otros picos mas pequefios que

se van incrementando hacia las 24 horas
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Figura 17. Analisis por densitografia del gel obtenido por urea-PAGE

Silva & Malcata (1999) reportaron que cardosina B degradé ambos tipos de
caseinas ovinas, pero no hasta el mismo grado de hidrolisis. Cuando se encontraban
como parte del caseinato de sodio, la fraccion de las as- caseinas fue mas susceptible
frente a la protedlisis por cardosina B que la fraccién de la B-caseina, mientras que
cuando estas fracciones fueron aisladas y luego expuestas a hidroélisis se observo lo
INVerso.

El grafico de la figura 18 presenta la cinética de hidrdlisis de las caseina os- y B del
caseinato ovino al ser degradadas con el extractivo parcialmente purificado de flores
de S. marianum.

En concordancia con los resultados antes presentados, las os-caseinas son mas

rapida y extensamente degradadas que la B-caseina. Esto difiere con lo reportado por
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Figura 18. Cinética de hidrélisis de B y o, —caseinas ovinas

Souza y Malcata (1998) quienes encontraron velocidades semejante de hidrolisis
(hasta las 3 horas de reaccion) para ambas fracciones del caseinato ovino al realizar la

reaccion con extractos acuosos (pH 5,9) de flores secas de C. cardunculus

(Asteraceae).

2.5.72. Qompmﬂacién con cuajo bovino comercial

El caseinato ovino fue hidrolizado con cuajo bovino comercial y con el extracto
parcialmente purificado de flores de S. marianum en idénticas condiciones de
reaccion a fin de realizar la comparacion de sus respectivos perfiles de degradacion.
La figura 19 presenta Los electroforetogramas obtenidos por urea-PAGE para cada

uno de los hidrolizados.
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Figura 19. Urea-PAGE de hidrolizados de caseinas ovinas. A: Hidrolisis
realizada con silprosina. B: Hidrolisis realizada con cuajo
bovino comercial. Calles 1: tiempo O, calles 2: 24 horas.

Luego de 24 horas de hidrolisis se visualiza una regiéon (a) y una banda (b) de
movilidad cercana a las a-caseinas, y otra region de bandas (¢) y una banda (d) de
mucha mayor movilidad. El electroforetograma de la hidrélisis llevada a cabo con
cuajo bovino comercial presenta a las 24 horas de reaccion muy poca diferencia con
respecto al de tiempo 0, en las condiciones del ensayo. Se aprecia una nueva banda
(e) de menor movilidad que B-caseina, una banda (f) y una region de bandas (g) con
movilidad mayor, pero cercana a la fraccion de las a,-caseinas.

Los densitogramas de cada una de las bandas electroforéticas se muestran en la Fig.
20. En la parte A de la figura se puede ver como luego de 24 horas de reaccion el
extractivo de flores degradé muy extensamente de las as-caseinas; también decrece,
aunque en bastante menor medida, el pico de movilidad intermedia y la region de la

B-caseina.
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Figura 20. Anilisis por densitografia de los geles obtenido por urea-PAGE de las
hidrolisis de caseinas ovinas a tiempo O y 24 horas por silprosina (A) y por

cuajo bovino comercial (B)

2.5.3 /S\ndlisis por tricina S()S,Jchi—_
La electroforesis obtenida por tricina SDS-PAGE de los hidrolizados de caseinato

ovino se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Tricina SDS-PAGE de hidrolizados de caseinatos ovinos. Calle 1:
marcadores polipeptidicos de peso molecular; calles 2, 3 y 4 tiempos
24,12 y 0 horas de hidrdlisis, respectivamente.
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Luego de que la hidrolisis progresara durante de 12 horas se intensifican bandas de
18,9; 16,5; 11,2; 8,6 kDa. Nuevas bandas de péptidos mas pequeiios ( 5,8; 4,3 kDa)

aparecen luego de 12 horas de reaccion.
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[ Oh’cencién de silpr’osina

En el presente trabajo de tesis se han estudiado las peptidasas presentes en flores
maduras de Silybum marianum (L.) Gaertn. (Asteraceae), especie conocida en
nuestro pais como “cardo mariano”, “cardo asnal” o “cardo blanco”, provenientes
de los partidos de Tandil y La Plata (provincia de Buenos Aires).

Las preparaciones obtenidos por trituracion en mortero congelando las flores
freeescas con N, liquido y extrayendo las proteinas a pH 3,0 tuvieron un tiempo
de coagulacion de leche de 17 + 1 min, mientras que al obtener el extractivo a pH
7,0 el tiempo de coagulacion fue de 240 + 5 min. La extraccion acida tuvo ademas
la ventaja de eliminar gran cantidad de impurezas de naturaleza proteica respecto
a los extractivos obtenidos a pH 7,0, lo que fue demostrado por SDS-PAGE. La
actividad coagulante de leche se mantuvo estable por el término de 12 meses al
conservar los extractos crudos acidos a —20 °C. Los extractivos acidos presentaron
escasa actividad enzimatica a pH 6,0 con azocaseina, mientras que a pH 8,0 no
mostraron actividad sobre el mencionado sustrato ni en presencia ni en ausencia
de cisteina.

La aplicacion de inhibidores especificos de grupo sobre la actividad coagulante
de leche del extracto crudo demostro que esta actividad es consecuencia de la
presencia de aspartilendopeptidasas inhibibles con pestatina A.

Mediante la aplicacion de isoelectroenfoque y zimograma se determiné en el
extracto crudo la presencia de una unica banda polipeptidica activa a pH acido con
pl de 4,8, lo que confirma la naturaleza acida de la peptidasa. Esta caracteristica
ha sido observada para otras peptidasas asparticas de la familia Asteraceae.

El espectro visible del extracto crudo obtenido a pH 3,0 presentd un maximo de
absorbancia en 533 nm debido a la presencia de pigmentos hidrosolubles
(flavonoides) que se correspondié con el color fucsia intenso del extractivo. En
tanto que el espectro ultravioleta presentd dos picos de absorbancia con maximos
a 267 y 330 nm que se corresponden con la zona de maxima absorbancia de
aminoacidos con restos aromaticos y de compuestos de naturaleza fenolica,
respectivamente.

Los contaminantes de naturaleza no proteica presentes en el extractivo se

eliminaron mediante cromatografia de exclusion molecular (Sephadex G-25)
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obteruéndose una fraccion que eluye dentro del volumen muerto que retuvo las
actividades proteoliticas. Esta fraccion presentd un contenido en proteinas de 264
* 4 pg/ml, retuvo una actividad proteolitica con hemoglobina como sustrato de
0,40 £ 0,02 Uyy/ml y el tiempo de coagulacion de la leche fue de 20 + 2 minutos,
presentando escasa diferencia con el tiempo de coagulacion del extracto crudo
sembrado (17 = 1 minutos); a pH 6,6 no fue detectable actividad proteolitica
empleando caseina como sustrato.

Tal como ha sido observado para otras peptidasas asparticas la preparacion
enzimatica parcialmente purificada tuvo una protedlisis Optima sobre
hemoglobina como sustrato a pH acido (3,8). Ademas la pepstatina A produjo la
pérdida completa de la actividad coagulante de leche.

Al ser liofilizada en presencia de buffer citrico-citrato de pH 3 la preparacion
parcialmente purificada retuvo un 85 + 3 % de la actividad hemoglobinolitica y
coaguld la leche 6 minutos mas tarde que la muestra de partida (29,7 minutos
contra 24 minutos). Este método fue ademas el mas eficiente a la hora de ensayar
distintas técnicas (liofilizacion, precipitacion con acetona y redisolucion en buffer
y eliminacién de agua por hidratacion de Sephadex G-25) para la concentracion
de las preparaciones parcialmente purificadas, aunque sdlo se recuper6 el 50% de
la actividad proteolitica esperada y la recuperacion de proteinas no supero el 32%

de las proteinas totales.

2. ActiviJacJ coagu'ante de leche & hidvslisic controlada de casemas

La actividad coagulante de leche bovina del extractivo parcialmente purificado
se vio afectada por la presencia de NaCl, decreciendo un 53 £ 2 % en presencia de
una concentracion 50 mM de sal, respecto a la actividad coagulante sin el
agregado de dicho compuesto; para concentraciones mayores de sal la actividad
continu6 decreciendo. En presencia de concentraciones crecientes de CaCl, la
actividad coagulante de leche mostré6 un comportamiento bifasico aumentando
hasta un maximo que correspondié a una concentracion de CaCl, de 30 mM y
luego decreciendo al aumentar el contenido de la mencionada sal. Estos efectos

fueron observados por otros autores para otras peptidasas coagulantes de leche.
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La preparacion enzimatica parcialmente purificada perdio el 28 £ 4 % de la
actividad coagulante de leche después de 14 minutos de incubacion a 37 °C,
mostrando que posee una baja estabilidad térmica.

Para degradar las caseinas se empled una preparacion enzimatica parcialmente
purificadas con las siguientes caracteristicas: 0,128 + 0,002 Uy/ml, 0,083 +
0,003 unidades de actividad coagulante de leche/ml (equivalente a un tiempo de
coagulacion de 20 £ 1 min) y 264 + 4 pg/ml de proteina. En la hidrolisis de
caseinas bovinas luego de 3 horas de incubacion se observé degradacion tanto de
B-caseina como de og;-caseina (45 y 65 %, respectivamente). Para las caseinas
caprinas la cinética de hidrolisis de B- y [J-caseinas fue idéntica durante las
primeras 3 horas de reaccion. La fP-caseina caprina luego de 24 horas de
incubacion muestra un 40 % de degradacion causada por la preparacion
enzimatica parcialmente purificada, mientras que la fraccion de (;-caseina fue
degradado un 68 % luego del mismo periodo de incubacion. Luego de 24 horas
de incubacion la fraccion correspondiente a las a-caseinas ovinas fue degradada
en un 76 %, mientras que la fraccion de la B-caseina solo fue hidrolizada en un 19
%.

La hidrélisis del caseinato bovino durante 24 horas produjo la formacién de
péptidos con los siguientes pesos moleculares: 24,0; 21,5; 17,0; 15,0; 13,0; 8,0; y
6,7; 5,0; y 3,0 kDa.

Por su parte en la hidrélisis del caseinato ovino durante 24 horas se intensifican
bandas de 18,9; 16,5; 11,2; 8,6 kDa y se formaron nuevas bandas de péptidos mas
pequeiios (5,8; 4,3 kDa). En el caso del caseinato caprino sélo se observd una
banda importante de 14,4 kDa luego de 24 horas de hidrolisis.

Si se comparan los perfiles hidroliticos de los caseinatos bovino, ovino y caprino
realizados con cuajo comercial en los tres casos muestran un menor grado de
hidrélisis que los perfiles de degradacidn obtenidos con el extracto crudo
parcialmente purificado de S. marianum, especialmente los provenientes de leche
ovina y caprina.

A partir de estos resultados el extracto crudo de flores de S. marianum podria
probarse como un cuajo sustituto, preferentemente en quesos de leche ovina y/o

caprina. Esto podria ser ventajoso en la produccion de quesos con sabores
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especiales aportados por los péptidos producidos en la hidrolisis enzimatica

especialmente aquellos provenientes de la hidrolisis de las a,-caseinas.

3. Duri}ticacién de silp'r’osina

La estrategia de purificacion empleando FPLC incluyo exclusion molecular
(Superdex S200) y cromatografia de intercambio anionico. El empleo de estas
técnicas permitié purificar a homogeneidad una peptidasa contenida en el extracto
crudo. El nombre para la nueva peptidasa se propone de acuerdo a la
nomenclatura utilizada para nombrar las peptidasas obtenidas a partir de flores de
la familia Asteraceae.

De acuerdo al esquema de purificacion silprosina fue purificada con un
rendimiento de 70% y un grado de purificacion de 2,45 veces respecto a la
fraccion con actividad proteolitica obtenida por cromatografia de exclusion
molecular. El valor bajo de las veces de purificacion se puede explicar por la alta

proporcion de peptidasa aspartica presente en las flores.

4. Ca‘r’acterizacién cle Silpvosina

Esta peptidasa demostr6 ser una enzima heterodimérica compuesta por dos
subunidades de pesos 29,3 y 12,5 kDa, por lo tanto la enzima completa tendrian
un peso de 41,8 kDa, este peso esta dentro del orden del obtenido por SDS-PAGE
en condiciones no reductoras (44,7). Este resultado es concordante con los pesos
obtenidos para otras peptidasas asparticas de flores de Asteraceae.

La hidrolisis de la cadena B de insulina a pH 3,1 fue fuertemente inhibida por
pepstatina A. El primer enlace escindido a pH acido fue Tyrl6-Leul?7,
aumentando los tiempos de reaccion silprosina también hidrolizé el enlace Phe25-
Tyr26. Con pequeiias variaciones de especificidad entre las distintas enzimas, las
peptidasas asparticas de plantas también muestran preferencia por aquellos
enlaces en los que estdn involucrados residuos hidrofébicos voluminosos o
enlaces cercanos a este tipo de residuos.

Silprosina resulté ser mas inespecifica al hidrolizar la cadena B de insulina a pH
6,0 que a pH 3,1, es decir a pH 6,0 la enzima fue capaz de hidrolizar el sustrato
proteico en varios sitios distintos mientras que al pH mas acido hidrolizé un unico

enlace en el tiempo de reaccion ensayado. Esta disminucion de la especificidad de
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corte al varniar el pH ha sido observada por otros autores para otras enzimas
asparticas.

La actividad endopeptidasica de silprosina sobre el derivado fluorogénico del
péptido sintético Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu fue maxima alrededor de pH
5,6, no mostrando actividad a valores de pH menores a 4,0.

Al ser incubada durante 15 minutos a 20 °C silprosina retuvo un 94,7% de
actividad endosterolitica con el péptido sintético, mientras que luego de dos horas
de incubacién a la misma temperatura la actividad residual fue de 51,4%. Esta
relativamente baja estabilidad de la actividad endosterolitica de la enzima
purificada a la temperatura es coherente con lo observado para la actividad
coagulante del extracto parcialmente purificado.

Los parametros cinéticos de silprosina a pH 5,6 para el derivado fluorogénico
del péptido Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Ala-Leu fueron: K, 254 pM, Vmax
0,6044 pM/min por mg de enzima. El valor de K;; es aproximadamente cuatro

veces menor que el de las cardosinas A y B para el mismo péptido sintético.
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