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1. Introduccion




Introduccién

1.1. Proteasas: clasificacion y aspectos nomenclaturales

Las enzimas que desempeiian el rol central en la degradacion de las proteinas han
sido conocidas tradicionalmente como "proteasas”, término equivalente al de "enzimas
proteoliticas” y también al mis moderno de "péptido-hidrolasas”, aunque ya en el afio
1928 Grassman y Dyckerhoff habian establecido una importante distinciéon entre las
hidrolasas que actian directamente sobre las proteinas ("proteinasas”) y aquellas que lo
hacen sobre los péptidos que se producen durante la protedlisis ("peptidasas”).

Por otra parte, durante la discusion de los mecanismos de accién hidrolitica
surgieron los nombres alternativos de endopeptidasas para las que ejercen su accion en el
interior de las cadenas polipeptidicas y de exopeptidasas para las que hacen lo propio a
partir de los extremos (Bergmann y Ross, 1936), términos que manifiestan una obvia
analogia con los que se usan para designar a las hidrolasas que actian sobre otros
biopolimeros.

Algunos anos mas tarde el motivo de esta distincion result claro: depende de la
aceptabilidad o no de los grupos amino o carboxilo terminales de la cadena polipeptidica
en lugares especificos de la molécula de la enzima. Asi, los grupos terminales no hacen
falta -y tipicamente no son tolerados- en los sitios activos de las endopeptidasas, razon
por la cual éstas actian bien sobre cadenas largas, en puntos alejados de los extremos,
pero su accion no es tan eficaz sobre los péptidos que aparecen como productos de la
reaccion inicial. En contraste, la especificidad de las exopeptidasas requiere que uno de
los extremos ocupe un lugar especifico dentro del sitio activo, por lo que estas enzimas
ejercen escaso efecto degradativo sobre la proteina intacta, al estar limitada su accion a las
uniones peptidicas cercanas al extremo.

Tanto los sitios activos de las endopeptidasas como los de las exopeptidasas
cumplen el papel de permitir la union de la enzima con el sustrato apropiado y de catalizar
luego la hidrdlisis de la union peptidica especifica (Mc Donald, 1985). De acuerdo con la
terminologia introducida por Schecter y Berger (1967), la zona de unién del sitio activo
puede ser dividida en subsitios o sitios especificos (S), cada uno de los cuales permite la
ubicacion de un residuo aminoacidico del sustrato. Los subsitios estian ubicados a ambos

lados del sitio catalitico y a partir de él son numerados correlativamente, ya sea en
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direccion al extremo N-terminal (S, Sy, S3, etc.) o hacia el C-terminal (S'y, $'y, 8’3,
etc.). Los aminoicidos de la zona del sustrato que interactia con la proteasa son
numerados (P, Py, P'{, P'y, etc.) de acuerdo a los subsitios en los cuales se ubican. La
fig. 1.1. ilustra esquematicamente la interaccion enzima-sustrato en las inmediaciones del
sitio activo de una endopeptidasa (a) y de una exopeptidasa (b).

La mayoria de las proteasas son inconfundiblemente endopeptidasas o
exopeptidasas, pero algunas de ellas exhiben actividad de ambos tipos. Por convencion,
cualquier enzima que tenga accién proteindsica distintiva es considerada como una
endopeptidasa, ain cuando muestre ademas accidn exopeptidasica.

Desde el punto de vista fisioldgico, una consecuencia inevitable de las
especificidades de ambos tipos de proteasas es que las endopeptidasas son las responsables
de los primeros estadios de la proteolisis, en tanto que las exopeptidasas inician mas tarde
su accion y eventualmente completan la degradacion hasta la liberacion de los
aminodcidos constitutivos. Como ocurre en la mayor parte de los procesos bioquimicos,
es la reaccion inicial (catalizada por la endopeptidasa) la que limita la velocidad de
reaccion; una vez que la degradacién de la proteina ha comenzado, la reaccion progresa

rapidamente y es escasa o nula la acumulacién de los productos de esa degradacion
(Barrett, 1986).

1.1.1. Proteinasas o endopeptidasas

Las proteinasas difieren de casi todas las demas enzimas en que su especificidad de
sustrato resulta extremadamente dificil de definir, hecho que llevé a Hartley (1960) a
proponer una clasificacion de las mismas basada en las caracteristicas de sus respectivos
mecanismos cataliticos. A partir de esa propuesta las endopeptidasas se dividen en cuatro
grupos: proteinasas serinicas (EC 3.4.21), tiolproteinasas (EC 3.4.22, actualmente
denominadas proteinasas cisteinicas), proteinasas acidas (EC 3.4.23, modernamente
llamadas proteinasas aspdrticas) y metaloproteinasas (EC 3.4.24), a los que debe

agregarse un quinto grupo (EC 3.4.99) de existencia efimera, que incluye a proteinasas de
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a) ENDOPEPTIDASA
{protecinasa)

SITIO ACTIVO ]

b) EXOPEPTIDASA
(peptidasa)

SITIO ACTIVO w

sitio
catalitico

union
peptidica
a hidrolizar

sitio
catalitico

—(DO. . .@C0.0H

union
peptidica
a hidrolizar

Fig. 1.1. Representacion esquemdtica de la forma de uni6n entre una proteasa y su
sustrato en (a) una endopeptidasa y (b) una exopeptidasa (en este Caso una
carboxipeptidasa). Ver en el texto la explicacion de los simbolos adoptados y la

terminologia utilizada (Adaptado de Mc Donald, 1985).
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mecanismos cataliticos atin no identificados (Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry, 1984).

El mecanismo general de accion de los dos primeros grupos de proteinasas
responde a un esquema que incluye la siguiente secuencia de reacciones, en la que los

productos son liberados en pasos sucesivos

[(5 1(2 1<3
I+ S — LS ——v}i‘bﬁle—>E,+X2

La primera etapa consiste en la formacion del complejo no covalente enzima-
sustrato (ES), en donde K¢ es la constante de equilibrio. Ello implica la existencia de
interacciones entre subsitios especificos de la enzima y determinadas zonas del sustrato,
factores decisivos en la selectividad de la enzima por el sustrato.

En el segundo paso se produce el ataque del grupo carbonilo de una union
peptidica sensible del sustrato por parte de un grupo quimico activado perteneciente al
sitio activo de la enzima, lo que provoca la liberacion de la porcion C-terminal (X ;) de la
cadena polipeptidica original, en la que su nuevo aminodcido N-terminal proviene de la
union peptidica escindida.

La porciéon N-terminal del sustrato queda asociada a la enzima y libera en una
siguiente etapa el segundo producto (X,), representado por la fraccion N-terminal de la
cadena polipeptidica y en la que el nuevo aminoicido C-terminal proviene de la union
peptidica hidrolizada.

Los distintos tipos de proteinasas pueden diferenciarse en base a las siguientes
caracteristicas: 1) requerimiento de la existencia de determinados sitios de union en el
sustrato, que permitan la orientacion correcta del mismo en la posicion exigida por la
maquinaria catalitica, 2) naturaleza del grupo activo de la enzima responsable de la
formacion temporaria de la acil-enzima (ES') y 3) identidad de los grupos que catalizan la

descomposicion de este intermediario (Barrett, 1986).
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1.1.1.1. Mecanismos cataliticos de las endopeptidasas

Cada una de las cuatro clases de endopeptidasas mencionadas posee un mecanismo
catalitico distintivo, pero ain asi pueden agruparse en dos grandes categorias: las que
forman complejos covalentes entre la enzima y el sustrato (endopeptidasas serinicas y
cisteinicas) y las que no forman complejos enzima-sustrato covalentes (endopeptidasas
asparticas y metaloproteinasas).

Esta distinciéon en dos grandes grupos mecanisticos tiene mucha importancia, ya
que la estrategia para la inhibicion de la accion proteolitica es diferente en las dos clases.
Las endopeptidasas serinicas y cisteinicas tienen aminodcidos fuertemente nucleofilicos en
sus sitios cataliticos y por lo tanto pueden ser inhibidas mediante la introduccién de
grupos electrofilicos al sistema. La segunda categoria incluye enzimas que catalizan la
hidrélisis de uniones peptidicas sin que ningin grupo funcional participe en el ataque
nucleofilico, el que esta a cargo de una molécula de agua, a través de una tipica catalisis
acido-base; el disefio de los inhibidores en este caso esta basado en sistemas complejantes
de mayor sofisticacion (Dunn, 1989).

A pesar de las diferencias sefialadas, debe tenerse en cuenta que el proceso
principal -la escision de la unién peptidica- es idéntico en todos los casos y que las
diferencias entre los mecanismos cataliticos son mas bien sutiles. El ataque al grupo
carbonilo requerira que algin nucledfilo -ya sea oxigeno o azufre- se acerque al carbono
carbonilico, que es ligeramente electrofilico. Mediante una catalisis basica se removera un
protéon del nucledfilo y por algin tipo de influencia electrofilica sobre el oxigeno
carbonilico se incrementard la polarizacién de la unién -C=0.

Los grupos especificos que llevan a cabo estas tres funciones (ataque nucleofilico,
catalisis basica y asistencia electrofilica) son diferentes en las cuatro clases de
endopeptidasas mencionadas, pero el resultado neto es el mismo. De igual modo, la
ruptura del intermediario tetahédrico que se forma luego del ataque nucleofilico requerira
de una catalisis acida para facilitar la partida de la porcion amino del sustrato, proceso en

el que participaran diferentes grupos en cada caso (Dunn, 1989).
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1.1.1.1.1. Proteinasas serinicas.

Constituyen la clase de enzimas més estudiada en el campo de las proteasas Yy,
quizds, de toda la enzimologia. El mecanismo de las endopeptidasas serinicas es
ilustrativo del gran grupo de enzimas involucradas en la transferencia de fragmentos de
sustrato, aunque en este caso la transferencia sea a una molécula de agua. La transferencia
intermedia de la porcién acilo de un sustrato para formar una unién covalente con un
grupo funcional de la enzima es una caracteristica comin entre las endopeptidasas
serinicas y algunas transferasas (Dunn, 1989).

La fig. 1.2. muestra los grupos esenciales que participan del mecanismo catalitico.
El oxigeno del grupo hidroxilo de la serina 195 (los nimeros dados a cada aminoacido
corresponden al sistema de numeracion de la quimotripsina) ataca al carbonilo de la unién
peptidica sensible a través de una reaccidn catalizada por la histidina 57, que conduce a la
formacion de un intermediario tetrahédrico y a la transformacion de la base imidazol en
un 16n imidazolio, que inhibe la liberacidon del protén al solvente. El otro elemento de
importancia en la catilisis de la ruptura de la unidn peptidica es la presencia de dos grupos
imino disponibles (glicina 193 y serina 195) para la formacién de puentes de hidrogeno
con el anion oxigeno carbonilico generado como consecuencia del ataque nucleofilico
(Fersht er al., 1973). El intermediario se descompone por catalisis 4cida originando la
acil-enzima, liberando la porcién "amino" del sustrato. Finalmente, la acil enzima resulta
hidrolizada por reversion del mecanismo inicial, donde el hidroxilo del agua actia como
reactivo nucleofilico en lugar del hidroxilo de la serina 195 (Polgar y Halasz, 1982).

La actividad de las proteasas serinicas suele ser maxima a valores de pH alcalinos
y no requiere activadores, pero los iones calcio intervienen en la activacion de algunas
proenzimas y estabilizarian a algunas de las enzimas.

La especificidad de las endopeptidasas serinicas es extremadamente diversa, pero
los subsitios S parecen ser mas importantes que los S', de lo cual el cjemplo mds simple
es el de la tripsina, que requiere inevitablemente la ocupacion del subsitio S| por una
cadena lateral de lisina o arginina del sustrato.

El diisopropilfluorofosfato (DFP) es el inhibidor mas util para la identiticacion de

proteinasas serinicas, ya que tiene accidn escasa o nula sobre otro tipo de endopeptidasas,
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Endopeplidasa serinica
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Fig. 1.2. Representaciéon esquemdtica de los pasos involucrados en la protedlisis
catalizada por una endopeptidasa serfnica. Py y P'| representan las cadenas laterales de

los amino4cidos que aportan el grupo carbonilo y amino, respectivamente, de la unién
peptidica a escindir (Adaptado de Dunn, 1989).
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pero su accion es irreversible. Se han ensayado, no obstante, inhibidores reversibles
naturales y sintéticos, aunque en estos casos la inhibicion resulta ser mas selectiva (actian
sOlo sobre algunos tipos de proteinasas serinicas) y con menor especificidad de grupo, ya

que también inhiben proteinasas cisteinicas (Barrett, 1986).

1.1.1.1.2. Proteinasas cisteinicas

La sensibilidad de papaina, ficina y bromelina a ser inactivadas por reactivos que
bloquean los grupos sulfihidrilo por conversion en puentes disulfuro y su ulterior
reactivacion por agentes reductores fue lo que llevd a Hartley (1960) a denominarlas
"tiolproteinasas”. Dado que la cisteina es el dnico aminodcido que posee un grupo
sulfhidrilo (tiol) en la cadena lateral (que en las tres proteinasas citadas corresponde al
residuo aminoacidico cisteina 25), se ha recomendado sustituir el término
"tiolproteinasas” por el de "proteinasas cisteinicas”" (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry, 1984).

Las proteinasas cisteinicas presentan gran analogia con las anteriores, en razon de
la formacién de un intermediario covalente (Lowe, 1976). En este caso el nucledfilo es el
atomo de azufre de la cadena lateral de la cisteina 25 y también participa una cadena
lateral histidina 159 (numeracion de papaina) en el rol de aceptor de hidrogeno. La fig.
1.3. muestra un esquema mecanistico simplificado correspondiente a esta familia de
enzimas, en la que la participacion de dos grupos imino, en este caso correspondientes a
glutamina 19 y cisteina 25 (numeracién de papaina) actiian como "agujero oxianiénico",
en perfecta analogia con las endopeptidasas serinicas.

Las condiciones requeridas para que se manifieste la actividad de las cisteinil-
proteinasas varia considerablente con la enzima y el tipo de sustrato sobre el que actian:
las ubicadas en los lisosomas lo hacen habitualmente a pH &4cido, en tanto que la papaina
tiene un amplio rango de pH 6ptimo y las calpainas son activas a pH superiores a 7,5. En
el caso de las enzimas del tipo de la papaina es habitualmente necesario el agregado de
agentes tales como la cisteina o el ditiotreitol y también el de sustancias quelantes, ya que

los iones metélicos pueden provocar inhibicion, ain en presencia de sustancias reductoras.
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Fig. 1.3. Representacion esquemdtica de los pasos involucrados en la protedlisis de una
proteina por una endopeptidasa cisteinica. El residuo catalitico cisteina 25 se encuentra en
equilibrio tautomérico entre la forma neutra y el estado de ion dipolar (zwitterion). El
azufre aniénico estaria implicado en el ataque nucleofilico directo sobre el carbonilo de la

unién peptidica a escindir (Adaptado de Dunn, 1989).
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Los subsitios especificos de papaina han sido relativamente bien establecidos,
consignandose 5 a 7 de ellos, de los cuales el mas importante parece ser el S,, un
"bolsillo” hidrofébico que permite la unidn de la cadena lateral de fenilalanina del sustrato
(Drenth er al., 1976). La proteinasa estreptococica tiene también un subsitio S, que
muestra preferencia por la cadena lateral de la fenilalanina (Tai er al., 1976). En
contraste, la proteinasa de Clostridium histolyticum es altamente especifica para la
hidrdlisis de uniones peptidicas en las que interviene arginina, tanto en sustratos naturales
como sintéticos (Siffert et al., 1976).

La identificacion de las proteinasas cisteinicas es sencilla, ya que su actividad se
incrementa por el agregado de sustancias reductoras o de reactivos que contengan grupos
sulfhidrilo y es inhibida fuertemente por iodoacetato y en menor medida por la N-
etilmaleimida, en tanto que los reactivos mercuriales inactivan reversiblemente estas

enzimas (Barrett, 1986).

1.1.1.1.3. Proteinasas asparticas.

Hartley (1960) las denominé "proteinasas acidas”, ya que los bajos valores de pH
optimo (3,0-5,5) hacian suponer la participacion de grupos carboxilo en el sitio catalitico,
presuncion luego confirmada por la inactivacion de la pepsina por agentes bloqueantes de
grupos carboxilo (Fruton, 1976). La denominacién de "proteinasas asparticas” se adopto
luego de comprobarse que en la pepsina de origen porcino los residuos aspartico 32 y
aspartico 215 formaban parte del sitio activo (Tang ez al., 1973).

Como ya se ha dicho, no existen grupos funcionales de la enzima que lleven
adelante un ataque nucleofilico sobre el carbonilo de la unién peptidica a escindir
(Hofmann er al., 1984) y por lo tanto no habra intermediario covalente (fig. 1.4.). El
aparato catalitico de estas enzimas consiste en dos cadenas laterales de acido aspartico.
Dado que el grupo carboxilo no es un nucledfilo potente, no puede sorprender que no
haya un ataque nucleofilico involucrado en el proceso. Los dos grupos carboxilo se
encuentran lo suficientemente cercanos en la estructura terciaria como para compartir un

puente de hidrégeno entre los dtomos de oxigeno de ambos. La informacion estructural
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Fig. 1.4. Representacion esquemaitica del mecanismo 4cido-base de la prote6lisis
catalizada por una endopeptidasa aspirtica. La ruptura del intermediario tetrahédrico da
lugar a un "complejo de producto" conteniendo ambas mitades del sustrato, pudiendo
luego originar un complejo acil-producto o amino-producto, como paso intermedio a la
liberacion final del segundo producto (Adaptado de Dunn, 1989).
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aportada por cristalografia de rayos X ha confirmado que la ubicacion de estas dos
cadenas laterales es apropiada para provocar la hidrdlisis de la union peptidica (Pearl,
1987). El mecanismo catalitico implicaria la accion de una molécula de agua sobre el
carbonilo sensible, con la mediacion de los grupos carboxilato del centro activo en la
transferencia de protones (Dunn, 1989).

En general las proteinasas asparticas actian mejor sobre uniones peptidicas de
aminoacidos con cadenas laterales hidrofobicas (Leu-Tyr, Tyr-Leu, Phe-Phe, Phe-Tyr,
etc.), pero su afinidad por el sustrato varia grandemente. La mayoria de las proteasas
asparticas tienen un amplio rango de especificidad: la pepsina A degrada la mayor parte
de las proteinas hasta pequeios péptidos, pero la quimosina coagula la leche por medio de
la escision selectiva de una unidn peptidica de la kappa-caseina (Barrett, 1986) y la renina
libera angiotensina a través del clivaje de la union LeulO-Valll del angiotensinégeno
(Green & Rivetna, 1992).

Las proteinasas aspdarticas tienen relativamente pocos inhibidores: el complejo de la
diazoacetil-norleucina metiléster con iones cobre inactiva la mayoria de ellas, pero el mas

efectivo es la pepstatina, un isovalerilpentapéptido de origen microbiano (Umezawa,
1976).

1.1.1.1.4. Metaloproteinasas

Este grupo de proteasas que, como las asparticas, no forman intermediarios
covalentes, han encontrado una solucién mas directa a la necesidad del efecto catalitico
sobre el grupo carbonilico de la unién peptidica a hidrolizar: en lugar de depender de un
puente de hidrégeno via un "agujero oxianidnico", las metaloendopeptidasas utilizan la
coordinacién con un ion metilico para ejercer este efecto. Este metal es usualmente el
zinc, aunque en algunas instancias otros metales de transicion pueden sustituirlo. Incluso
es posible que en un corto tiempo nuevas proteasas de esta clase sean purificadas y
demuestren contener otros metales en el sitio activo .

El ion metilico provee un fuerte efecto de "traccion" electrofilica adicional al

ataque por una molécula de agua (fig. 1.5.). La enzima nativa tiene una molécula de agua
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Fig. 1.5. Representacién esquemditica de la protedlisis catalizada por una
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coordinada con la cuarta unidén del sitio tetrahédrico (los otros ligandos del metal son dos
histidinas y un acido glutimico en la termolisina), la que estid asociada a un residuo de
acido glutdmico (glutdmico 143 en la termolisina) a través de un puente de hidrégeno. La
molécula de agua puede ser desplazada de su union con el glutamico 143 como
consecuencia de la coordinacion del grupo carbonilo con el atomo del metal. El carbonilo
del 4acido glutdmico sirve como base para remover un proton de la molécula de agua y
apoyar asi el ataque nucleofilico del oxigeno sobre el gupo carbonilo de la unién
peptidica. Nuevamente, un protdn debe ser transferido al grupo amino saliente, que podria
provenir del glutamico 143. Asi, el 4dcido glutdimico estaria actuando como "lanzadera",
analogamente a uno de los grupos cataliticos de las proteinasas asparticas y a la histidina
en las endopeptidasas serinicas y cisteinicas (Dunn, 1989).

La termolisina, aislada de cultivos de Bacilus thermoproteolyticus, es una de las
metaloendopeptidasas mas estudiadas. La molécula contiene también cuatro sitios para la
unidn de iones calcio, pero la accidn de éstos estaria mas relacionada con la estabilidad
que con la actividad catalitica (Colman et al., 1972).

Como en las proteinasas asparticas, dentro de las metaloproteinasas hay una amplia
gama en cuanto a especificidad de sustrato y, al igual que aquéllas, tienen preferencia por
las uniones peptidicas integradas por aminoicidos con cadenas no polares. Entre los
inhibidores figuran, obviamente, los agentes quelantes, en especial los que tienen marcada

afinidad por el zinc.

1.1.1.2. Evolucion de las endopeptidasas

Hasta hace relativamente poco tiempo parecia haber consenso en que las relaciones
evolutivas de las endopeptidasas se acomodaban bien al sistema de clasificacion propuesto
por Hartley (1960). En consecuencia con ello se postulaba la existencia de una homologia
evolutiva dentro de cada uno de los cuatro grupos: las proteasas serinicas derivarian de
dos lineas ancestrales y las cisteinicas de por lo menos cuatro, en tanto que la situacion no

era clara en el caso de las metaloproteinasas; por el contrario, las proteinasas asparticas -
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de origen mas reciente- parecerian provenir de un inico tronco enzimatico primitivo
(Dayloff et al., 1983).

El punto de vista actual es mucho menos simple, ya que cada clase contiene
enzimas tan diversas que la hipotesis de un ancestro comin resulta insostenible (Tabla
1.1.). Como si ello no bastara, han sido secuenciadas y parcialmente caracterizadas varias
proteasas de mecanismo catalitico desconocido. En base a la nueva informacion
estructural provista por el conocimiento de la secuencia aminoacidica y de la estructura
terciaria de las endopeptidasas pareceria que existe un mayor nimero de lineas evolutivas
("familias de endopeptidasas”) y -quizds- mdas mecanismos cataliticos que los que

estibamos dispuestos a asumir hasta ahora (Barrett & Rawlings, 1991).

1.1.1.2.1. Proteinasas serinicas.

El mecanismo de hidrdlisis de la union peptidica serina-dependiente es el que ha
evolucionado mas exitosamente dentro de las endopeptidasas, a juzgar por el hecho de que
las proteasas serinicas son el grupo mas diverso y numeroso. Hay dos familias principales

de proteinasas serinicas: la familia de la quimotripsina y la familia de la subtilisina.

1.1.1.2.1.1. Familia de la quimotripsina

Las enzimas que integran la familia de la quimotripsina estin presentes en
microorganismos tanto procaridticos como eucarifticos, asi como en plantas,
invertebrados y vertebrados. En todos sus miembros es evidente la conservacion de la
secuencia de aminoécidos alrededor del sitio activo, estando la "triada catalitica” integrada
por histidina 57, aspartico 102 y serina 195 (numeracion de quimotripsina).

La estructura de las pequeiias enzimas bacterianas (180 residuos) difiere poco de la
que muestran las enzimas de mayor tamaifio encontradas en pancreas y en granulocitos de
mamiferos: en la mayoria de los animales superiores la evolucién se ha manifestado a

través del alargamiento del extremo N-terminal para formar "péptidos de activacion” (ej.
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Tipo catalitico

Familia (miembro representativo, otros mienmbros)

Serina
Quimotripsina. Endopeptidasas A y B de Streptomyces griseus, Endopeptidasa V8 de
Staphylococcus, Prolilendopeptidasas I1gA especificas, Endopeptidasa a-litica de
Sorangium, Hipodermina C, Endopeptidasa colagenolitica de Uca, Tripsina, Elastasa
pancreitica, Proteasa E, Granzimas de linfocitos, Quimasa, Triptasa, Catepsina G,
Elastasa de leucocitos, Enzimas del complementos, Enzimas coagulantes, Plasmina,
Activadores del plasmindgeno, Kalikreinas, Trombina, Hepsina, Endopeptidasas
serinicas calcio-dependientes, Batroxobina, Flavoxobina
Subtilisina. Termitasa, endopeptidasa K, Endopeptidasa de Vibrio, Endopeptidasa de
Yarrowia, Elastasa de Bacillus, Endopeptidasa alcalina de Aspergillus, Endopeptidasa
de la envoltura celular de Lactococcus, Cucumisina, Endopeptidasa B de levadura,
Kesina, Furina, PC1, PC2
Prolilendopeptidasa
Complejo multicatalftico endopeptiddsico
Endopeptidasas de Adenovirus
Proteasa 1V de E. coli
Proteasa Vil de E. coli, Coagulasa de Yersinia, Activador de Salmonella
Endopeptidasa Ti
Endopeptidasa La

Cisteina

Papafna, Actinidina, Quimopapaina, Endopeptidasas de papaya III y IV, Ficina,
Bromelinas, Aleuraina, Calotropina, Endopeptidasas cisteinicas de tomate, soja,
poroto mung, Tripanosoma, Haemonchus Schistosoma, Dictyostelium, polvo
ambiental, Catepsinas B, H, Ly S

Calpatnas

Endopeptidasa cistelnica de estreptococo

Clostripaina

Endopeptidasas de Picornavirus, Endopeptidasas de virus de poliomielitis,
encéfalomiocarditis, calicivirus felino, virus vegetales similares

Tabla 1. Familias y tipos de endopeptidasas (Barrett y Rawlings, 1991; Jiang y Bond, 1992)
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Tipo catalftico

Familia (miembro representativo, otros miembros)

Aspértico

Pepsina, Gastricina, Quimosina, Renina, Catepsinas D y E, Pepsinas de Penicillium,
Rhizopus, Endothia, Aspergillus

Proteasa B de Scytalidium

Endopeptidasa del Virus de Inmunodeficiencia Humana (HIV), Endopeptidasas de
virus de leucemia, de virus del sarcoma de Rous, de retrovirus de simios

Thermopsina

Metal

Thermolisina, Bacillolisina, Elastasa de Pseudomonas
Astacina
Metaloendopeptidasa de Serratia, Proteasas B 'y C de Erwinia

Matrixina, Colagenasa intersticial, Colagenasas microbianas, Colagenasa neutrofila,
Gelatinasas A y B, Stromelisina,

Metalo-endopeptidasas de veneno de serpiente
Metalo-endopeptidasa f-litica

Insulinasa. Endopeptidasa Pi, Peptidasas procesadoras mitocondriales

Desconocido

Peptidasa-guta bacteriana I
Peptidasas-gutas de lipoprotelnas bacterianas
Peptidasas-guias de eucariotes

Proteasa pro-cabeza de bacteriéfago T4

Tabla 1. Faniilias y tipos de endopeptidasas (continuacién)
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tripsindgeno), que requieren ser removidos para generar la proteinasa activa (tripsina, en

el mencionado caso).

1.1.1.2.1.2. Familia de la subtilisina

Los miembros de esta familia de endopeptidasas serinicas se caracterizan por
conservar la secuencia de aminoacidos alrededor de los residuos cataliticos: aspartico 32,
histidina 64 y serina 221 (numeracion de subtilisina). Si bien éstos son los mismos
aminoacidos que encontramos en la quimotripsina y la estructura terciaria estd dispuesta
con una geometria similar, la secuencia de la cadena polipeptidica es diferente y muestran
un patron de plegamiento totalmente distinto, por lo que no existen dudas de que las
familias de la quimotripsina y de la subtilisina han tenido origenes distintos y han
evolucionado convergentemente para lograr sitios cataliticos similares.

Si bien en un principio se creyé que las enzimas de la familia de la subtilisina
estaban confinadas a bacterias, actualmente han sido encontradas ampliamente distribuidas
en otros microorganismos, en plantas y ain en animales superiores. Las subtilisinas
bacterianas tipicas no contienen cisteina, mientras que la termitasa de Thermoactinomyces
vulgaris contiene un residuo de cisteina cerca de la histidina del centro catalitico, el que es
retenido en la mayoria de los homdlogos eucaridticos, como la proteinasa K y la
proteinasa B de levaduras (Moehle ef al., 1987). Aunque este grupo tiol esta enterrado en
la molécula nativa puede reaccionar con algunos reactivos tiol-especificos, por lo que
estas enzimas también pueden ser inhibidas por inhibidores de proteasas cisteinicas (Betzel
et al, 1990).

Una funcién particularmente significativa de los homdlogos de la subtilisina -que
ha sido recientemente descubierta en organismos que van desde levaduras hasta seres
humanos- es el procesamiento de precursores de proteinas por clivaje de residuos basicos
vecinos, como ocurre en numerosas proteinas de mamiferos, incluidas la insulina y las

hormonas relacionadas con la hormona adrenocorticotrofica (ACTH).
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1.1.1.2.1.3. Otras endopeptidasas serinicas

No todas las endopeptidasas serinicas conocidas pueden ser incluidas en alguna de
las dos familias antes mencionadas. Un caso tipico es el de la prolil-endopeptidasa, cuya
presencia se extiende desde flavobacterias hasta mamiferos y que es responsable de la
hidrélisis de uniones peptidicas que contienen prolina (Rennex et al., 1991).

Otro ejemplo es el del complejo multicatalitico endopeptidasico, complejo
proteolitico de elevada masa molecular relativa que abunda en higado y otros tejidos de
animales superiores, aunque también ha sido hallado en hongos. La molécula estd
compuesta por un gran nimero de subunidades de 21-32 kD y parece contener tres sitios
activos serinicos separados. La secuencia de las subunidades, si bien aun no esta
completa, no ha mostrado homologia con otras peptidasas (Rivett, 1989).

Las endopeptidasas de adenovirus son enzimas procesadoras involucradas en la
maduracion del virion, que hidrolizan especificamente uniones Gly-Ala en cinco proteinas
precursoras codificadas por el DNA viral. Son inhibidas por DFP y algunos otros
inhibidores de proteasas serinicas, pero sin embargo su secuencia no se relaciona con otras
proteasas serinicas conocidas (Houde & Weber, 1990).

La bacteria Escherichia coli es fuente de una serie de endopeptidasas serinicas
atipicas. La proteasa IV muestra especificidad hidrolitica por el lado carboxilico de los
residuos hidrofébicos y es responsable de la degradacién de péptidos guia (Dev & Ray,
1990). La proteasa VII (que al igual que la anterior estd asociada a membranas) actia
sobre uniones peptidicas constituidas por residuos basicos (Sugimura & Nishihara, 1988).
La endopeptidasa Ti (también llamada Clp) y la endopeptidasa La son ATP-dependientes,

pero esta ultima es también inactivada por inhibidores cisteinicos (Woo et al., 1989).

1.1.1.2.2. Proteinasas cisteinicas
La mayoria de las endopeptidasas de esta clase estan incluidas dentro de la tamilia

de la papaina. El resto de ellas forma parte de la familia de las calpainas, a excepcion de

unos pocos grupos especializados que parecen haber tenido un origen independiente.
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1.1.1.2.2.1. Familia de la papaina

La proteinasa cisteinica mas estudiada es la papaina, obtenida a partir del latex de
Carica papaya, que encabeza la familia cisteinica de mayor distribuciéon y a la que
pertenecen las endopeptidasas cisteinicas vegetales, asi como las catepsinas lisosomales B,
H, L y S. Todas ellas conservan la estructura aminoacidica vecina a los residuos cisteina
25 e histidina 159 (numeracion de papaina), que estan directamente involucrados en el
proceso proteolitico.

Muchos protozoos contienen endopeptidasas semejantes a la papaina (North,
1982), habiéndose postulado que los ancestros enzimaticos del grupo estuvieron
localizados en las vacuolas digestivas de un protozoario primitivo. La linea evolutiva que
-mediante la adquisicién de plastidos fotosintéticos- dio origen a los primeros vegetales
conservO las proteasas en el interior de dichas vacuolas, que en muchas plantas vasculares
formaron luego parte del litex. En el caso de los animales, las primitivas vacuolas

digestivas derivaron en los actuales lisosomas (Barrett, 1986).

1.1.1.2.2.2. Familia de las calpainas

La unidad funcional de las endopeptidas cisteinicas de la familia de la papaina
parece haber sido tomada como modelo por el proceso de evolucion para construir las
moléculas mas sofisticadas que integran la familia de las calpainas, endopeptidasas calcio-
dependientes de amplia distribucion en vertebrados e invertebrados y que poseen una
estructura molecular altamente conservativa, compuesta de dos subunidades de 30 y 80
kD. Los segmentos C-terminales de ambas subunidades contienen sitios especificos para la
uniéon de los iones calcio. Hacia el extremo N-terminal de la subunidad mayor se
encuentra el segmento responsable de la actividad proteolitica de la molécula, que

contiene residuos de histidina y cisteina en secuencia similar a la de la papaina (Ohno et

al., 1984).
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1.1.1.2.2.3. Otras endopeptidasas cisteinicas

Existen endopeptidasas cisteinicas en bacterias, pero su estructura es tan diferente
de la que exhiben papaina y sus homdlogos que no hay elementos para suponer que
provengan de un ancestro comin. Tal es el caso de una proteinasa estreptocécica que -al
igual que papaina- posee un subsitio S, con fuerte preferencia por unirse a la cadena
lateral de fenilalanina (Kortt & Liu, 1973); sin embargo su secuencia aminoacidica es
totalmente diferente a la de aquélla (Yonaha et al., 1982)

La clostripaina, endoproteasa aislada de Clostridium histolyticum, es altamente
especifica para la hidrdlisis de sustratos con un residuo arginina en P (Siffert e al.,
1976) y es activada por calcio, pero la secuencia aminoacidica alrededor del residuo
esencial de cisteina es totalmente diferente a la de otras cisteinil-proteasas (Gilles ez al.,
1983).

Los picornavirus y el virus de la poliomielitis contienen endopeptidasas que
parecen ser de tipo cisteinico. Sin embargo, el andlisis detallado de la secuencia de
algunos de los genes virales ha revelado similitudes con endopeptidasas serinicas
bacterianas (Bazan & Fletterick, 1988). Este seria a la fecha el unico ejemplo de
relaciones evolutivas que cruzan el limite entre las distintas clases de endopeptidasas, ain
cuando Brenner (1988) ha sugerido que todas las enzimas de la familia de la quimotripsina
provienen esencialmente de endopeptidasas cisteinicas que evolucionaron en dos lineas

separadas.

1.1.1.2.3. Proteinasas asparticas

La mayoria de las proteasas aspérticas son enzimas de cadena simple con un peso
molecular de aproximadamente 35.000 (40.000 para las proenzimas). La pepsina porcina
fue la primera en ser secuenciada y hasta ahora existen datos de las secuencias totales o
parciales de mds de cien proteasas asparticas, habiéndose encontrado una notable similitud
en las secuencias que incluyen a los dos residuos de 4cido aspartico que integran el sitio

activo (Szecsi, 1992).
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En las endopeptidasas de mamiferos y las de hongos tales como Penicillium,
Rhizopus y Endothia pertenecientes a la familia de la pepsina, las moléculas estan
formadas por dos ldbulos con el sitio activo en el medio de ellos. Los dos residuos
directamente responsables de la actividad catalitica (aspartico 32 y aspartico 2185,
numeracion de pepsina), estdn localizados en segmentos polipeptidicos que son
sorprendentemente similares, 1o que llevo al descubrimiento de que los dos Idbulos son
homdlogos, es decir que la molécula es el resultado de la duplicacion de un gen (Tang et
al., 1978). Dentro de cada l6bulo puede ser vista otra doble simetria en el polipéptido
plegado, aunque estas similitudes son menos obvias (Blundell et al., 1979).

Actualmente han sido comunicadas las estructuras cristalinas de alta resolucion
para mis de una docena de proteasas asparticas. La estructura secundaria consiste casi
enteramente en hoja plegada beta, con muy pocas y pequenas zonas de alfa hélice
(Davies, 1990; James & Sielecki, 1987).

El basidiomicete Scytalidium lignorum produce una endopeptidasa acida (proteasa
B) que -a diferencia de la pepsina- no es inhibida por pepstatina. Se trata de una proteina
pequena (20 kD), que parece ser activa inicamente en forma dimérica, al igual que las
endopeptidasas del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) y en la que el residuo
aspartico del sitio activo habria sido reemplazado por el acido glutimico (Tsuru et al.,
1986).

También han sido encontradas endopeptidasas asparticas no inhibibles por
pepstatina en bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Xanthomonas (Oda et
al., 1987).

Otra endopeptidasa aspartica de origen bacteriano es la thermopsina, cuya
secuencia de aminodcidos no guarda ninguna relacion evolutiva con otras enzimas

conocidas y seria mas bien el producto de un evento evolutivo independiente (Fusek er

al., 1990).
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1.1.1.2.4. Metaloproteinasas

Es probable que el zinc sea el metal cataliticamente activo en las formas naturales
de todas estas endopeptidasas, aunque algunas de ellas retienen la actividad cuando se lo
reemplaza por otro metal como el cobalto (Barrett, 1991).

La mais estudiada de las metaloproteinasas es la termolisina del Bacillus
thermoproteolyticus, cuyo sitio activo contiene tres residuos aminoacidicos que actdan
como ligandos y una molécula de agua enlazada a un atomo de zinc. Los dos primeros
ligandos son dos residuos de histidina ubicados dentro de la secuencia HEXXH (His-Glu-
Xaa-Xaa-His), en la cual el dcido glutdmico actuaria como base catalitica, en tanto que el
tercer ligando es un acido glutdimico remoto, situado 20 lugares mas adelante (hacia el
extremo C-terminal) a partir dcl scgundo residuo de histidina (Matthews, 1988).

El grado de conservacion de la secuencia HEXXH -involucrada en la unioén con el
atomo de zinc- es notable, ya que se encuentra en casi todas las familias que han sido
caracterizadas, pero ademas estd presente en exopeptidasas (metaloaminopeptidasas), por
lo que una secuencia tan corta pudo facilmente haber evolucionado independientemente
por convergencia para cumplir estrictos requerimientos funcionales.

La informacién actualmente disponible de la estructura primaria de diferentes
metaloproteinasas ha hecho posible comparar las secuencias aminoacidicas
correspondientes a los sitios de unidn al zinc, lo que ha permitido a Jiang & Bond (1992)
proponer un atractivo esquema de clasificacion. Sobre la base de los dos primeros
ligandos del zinc las metaloendoproteinasas pueden ser divididas en dos categorias
principales, una con la secuencia HEXXH y otra con la secuencia HXXEH. A este altimo
grupo pertenecen una metaloproteinasa B-litica aislada de especies de Achromobacter y
Enzymogenes (Li et al., 1990) y la insulinasa, una proteasa citoplasmatica encontrada en
Drosophila y en células de animales superiores (Kuo ez al., 1990).

La mayoria de estas endopeptidasas pertenecen a la primera categoria. La identidad
del tercer ligando (4cido glutimico o histidina) permite dividir a las metaloproteinasas
HEXXH cn otros dos grupos, siendo la tamilia de la termolisina un ejemplo tipico de las
enzimas que contienen 4cido glutimico como tercer ligando. Las del segundo grupo

contienen una histidina como tercer ligando del zinc y como ligando adicional a un
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residuo de tirosina. Sobre la base del residuo aminoacidico ubicado inmediatamente
después de la histidina y en menor grado por la homologia presente en las secuencias que
contienen a la tirosina, este grupo puede a su vez subdividirse en cuatro familias: a) la
familia de la astacina contiene acido glutimico y la secuencia SIMHY, b) la familia de la
proteasa de Serratia contiene prolina y la secuencia SIMSY, c) la familia de la matrixina
contiene serina y la secuencia IQSLY y d) la familia de las metaloproteinasas de venenos
de vibora contiene acido aspartico y la secuencia SKXYY.

Se ha comprobado una homologia significativa dentro de los miembros de una
misma familia y no asi entre los miembros de familias distintas, hecho que corrobora la

clasificaciéon propuesta por Jiang & Bond (1992).

1.1.1.2.5. Proteinasas de mecanismo catalitico desconocido

Existe un buen nimero de endopeptidasas que no admiten ser ubicadas en ninguna
de las cuatro categorias anteriores. Este hecho habia sido sostenido desde hace un tiempo
en base a estudios de inhibicion, pero la disponibilidad de la informacién sobre la
secuencia aminoacidica de las mismas coloca ahora el asunto fuera de toda discusion.

Escherichia coli posee dos peptidasas guia (o sefial), ambas transmembranicas. La
peptidasa-guia I , que actia en el procesamiento de la mayoria de las proteinas secretadas,
posee una secuencia aminoacidica que no muestra homologia con ninguna de las
conocidas. La peptidasa-guia Il (prolipoproteina-guia peptidasa) hidroliza la pre-secuencia
de la lipoproteina mureina, el componente principal de la membrana de E. coli; su
secuencia aminoacidica, asi como las de las proteasas equivalentes de especies de
Pseudomonas y Enterobacter, no muestra correspondencia con la secuencia de la
peptidasa-guia I ni con la de ninguna otra endopeptidasa conocida. A diterencia de las
peptidasas-guia de origen bacteriano, las de eucariotes consisten de al menos dos
subunidades, una de ellas glicosilada. Las subunidades secuenciadas hasta el momento no

muestran homologias con las correspondientes a sus pares bacterianos (Dev & Ray,
1990).
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Finalmente, otra enzima procesadora de interés es la endopeptidasa pro-cabeza del
bacteriéfago T4, responsable de la maduracion de casi todas las proteinas pro-cabeza del
bacteriéfago por hidrdlisis proteolitica, usualmente en uniones Glu-Ala. La proteasa no
resulta inactivada por inhibidores de proteinasas serinicas ni cisteinicas y la secuencia

aminoacidica no guarda relacién con ninguna de las ya conocidas (Keller & Bickle, 1986).

1.1.2. Peptidasas o exopeptidasas

En tanto que las endopeptidasas son casi siempre moléculas monoméricas de bajo
peso molecular, muchas exopeptidasas estin integradas por dos o mas subunidades, con
pesos moleculares relativos (M) de varios cientos de miles. Una buena parte de ellas son
metalo-enzimas con una fraccion glucosidica asociada y en general son menos estables que
las proteinasas (McDonald, 1985).

Los diferentes tipos de exopeptidasas estin esquematizados en la fig. 1.6. Para
clasificarlas se tienen en cuenta el tamafio del sustrato (esto permite separar a las di- y
tripeptidasas del resto), la identidad del extremo atacable (N- o C-terminal), el estado de
este altimo (bloqueado en el caso de las omega-peptidasas) y la magnitud del fragmento
escindido (aminoacido, dipéptido o tripéptido terminales).

En razén de que las exopeptidasas se agrupan de acuerdo a caracteristicas de
especificidad y no de mecanismo de accién, las enzimas ubicadas dentro del mismo grupo
no son necesariamente homoélogas y las similitudes en especificidad sélo pueden explicarse

en términos de convergencia, desde el punto de vista evolutivo (Barrett, 1986).
1.1.2.1. Aminopeptidasas o aminoacil peptidasas.

Son también llamadas «-aminoacilpéptido-hidrolasas, pues muestran preferencia
por separar el aminoicido N-terminal del péptido. La mayoria de las aminopeptidasas

reconocen al aminodcido terminal, pero en algunos casos la enzima reconoce al

aminodcido subterminal. Asi el nombre "prolil-aminopeptidasa” describe una exopeptidasa
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Figura 1.6. Tipos de exopeptidasas. Los circulos llenos representan los fragmentos liberados

(adaptado de Barrett, 1986)
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que requiere (0 al menos prefiere) sustratos en los que prolina es el aminodcido N-
terminal, en tanto que la denominacién "prolina-aminopeptidasa” se aplica a una enzima

que libera cualquier aminoacido N-terminal, siempre que esté unido a prolina (McDonald,
1985).

1.1.2.2. Dipeptidil y tripeptidil peptidasas.

Hidrolizan la union formada entre el grupo carboxilo de un di- o tripéptido y el
grupo amino de un polipéptido (de alli el nombre), liberando dipéptidos o tripéptidos
desde el extremo N-terminal, en la mayoria de los casos en forma secuencial, por lo que

los sustratos resultan altamente degradados.

1.1.2.3. Carboxipeptidasas.

Son responsables de la liberacion de los aminodcidos C-terminales de las cadenas
polipeptidicas. Al igual que las aminopeptidasas, pueden reconocer el aminoécido terminal
o subterminal. A pesar de que las exopeptidasas no se clasifican en base a su mecanismo
de accion, se han previsto codigos separados para las carboxipeptidasas serinicas (EC
3.4.16), las metalocarboxipeptidasas (EC 3.4.17.) y las carboxipeptidasas cisteinicas (EC
3.4.18), dado el conocimiento que se posee del mecanismo catalitico de muchas de ellas

(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry, 1984).

1.1.2.4. Peptidil dipeptidasas.

Estas enzimas atacan la uni6n peptidica establecida entre el grupo carboxilo
terminal de un polipéptido y el grupo amino terminal de un dipéptido, es decir que

separan un dipéptido a partir del extremo C-terminal de la cadena polipeptidica.
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1.1.2.5. Dipeptidasas y tripeptidasas.

Actian sobre di- o tripéptidos. Se conocen muchas dipeptidasas que exhiben
especificidad absoluta (deben reconocer los dos aminoacidos) o parcial (solamente uno de
ellos). Las tripeptidasas se comportan usualmente como tripéptido-aminopeptidasas,
liberando el aminoicido N-terminal de muchos tripéptidos, pero en algunos casos pueden

actuar como tripéptido-carboxipeptidasas (McDonald, 1985).

1.1.2.6. Omega peptidasas.

Se incluyen dentro de este grupo a un conjunto de enzimas que actiian sobre los
extremos de sustratos en los que el grupo amino o carboxilo terminal esta bloqueado o
donde la union no es «-peptidica (casos en los que la union peptidica terminal involucra al
grupo omega-carboxilo de los 4cidos glutimico o aspartico o al grupo epsilon-amino de

lisina).

1.2. Proteasas de latex

La gran importancia de las proteasas en los vegetales superiores deriva del hecho
de que la hidrélisis de las proteinas y la reutilizaciéon de sus aminoacidos constitutivos es
fundamental para todos los procesos de desarrollo: a) en la germinacion las proteinas de
reserva son movilizadas para permitir la construccion de las proteinas que requiere la
plantula, b) durante el crecimiento y diferenciacién el recambio de las proteinas existentes
y su reemplazo por otras nuevas constituyc la clave para la adaptacion al medio ambiente
y c) en los procesos de senescencia las proteinas son degradadas y los aminoéacidos
transportados y almacenados para ser posteriormente reutilizados en la construccion de
otras proteinas (Boller, 1986).

Resulta sorprendente, entonces, que las proteasas vegetales primero descubiertas,

mas estudiadas y mejor caracterizadas no tengan funcion aparente en el crecimiento y
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desarrollo. Papaina (EC 3.4.22.2), la principal proteinasa del latex de frutos del "mamoén”
o "papaya", se encuentra en una concentracion tal que excede al menos en dos drdenes de
magnitud cualquier potencial necesidad de recambio de las proteinas del fruto (Glazer &
Smith, 1971). Lo propio ocurre con ficina (EC 3.4.22.3), presente en el latex de higos, y
con bromelina (EC 3.4.22.4), obtenida de tallos de anana, a las que por ello se las ha
denominado "proteinas prescindibles" (Adams & Rinne, 1981). Por analogia con los
metabolitos secundarios, Boller (1986) considera a estas "proteasas abundantes” como
"proteinas secundarias”, que estarian destinadas a interactuar con otras especies vegetales

o animales con funciones de proteccion o de defensa (aleloquimicos).

1.2.1. Proteasas de Asclepiadaceae

Del latex de Asclepias speciosa Winnick et al. (1940) aislaron una proteinasa
sulfhidrilica a la que denominaron asclepaina "s" y simultineamente Greenberg &
Winnick (1940) obtuvieron una enzima de iguales caracteristicas a partir del latex de
Asclepias mexicana (asclepaina "m"), ambas con maxima actividad a pH 7.5 frente a
hemoglobina desnaturalizada y ovalbimina.

Poco tiempo después Carpenter & Lovelace (1943) determinan que el pl de una
proteasa aislada de Asclepias syriaca es de 3,1. El latex de esta especie fue sometido a
posteriores estudios (Brockbank & Lynn, 1979; Lynn er al., 1980), que revelaron la
existencia de al menos dos tipos de proteasas, cada una de ellas con multiples formas que
difieren ligeramente en su composiciéon de aminoacidos, su pH déptimo (7 a 8,5) y su peso
molecular (21 y 23 kD), alin cuando su comportamiento frente a la cadena B de insulina
muestra una especificidad esencialmente similar.

Mais recientemente (Barragan er al., 1985; Tablero e al., 1991) se han estudiado
las distintas formas moleculares de proteasas presentes en el latex de Asclepias
glaucescens, que no difieren significativamente de las presentes en las anteriores especies:
si bien el pl varia de 3,6 a 9,2, las proteasas mas abundantes (de pl superior a 9) tienen

un peso molecular de 23 kD y su estructura secundaria es muy similar a la de papaina.
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Del latex de Calotropis gigantea se aislaron inicialmente dos cisteinilproteasas
(Abraham & Joshi, 1979a, 1979b), denominadas calotropina FI y calotropina FlI; se trata
de glicoproteinas de parecido peso molecular (23-27 kD) que muestran dos valores
6ptimos de pH sobre hemoglobina (4,3 y 8,1) y similar composicién aminoacidica. Un
estudio posterior (Pal & Sinha, 1980) revelo la existencia de dos proteinasas adicionales
(calotropinas DI y DII) que pudieron cristalizarse y que poseen un Unico maximo de
actividad frente a azoalbumina (pH 7,5-8,0); su peso molecular estd dentro del mismo
rango (24 kD) pero su composicion aminoacidica difiere cuantitativamente de las

anteriores.

1.2.2. Proteasas de Caricaceae

Las proteasas del litex de "mamén" o "papaya" (Carica papaya L., Caricaceae)
han sido las mas extensamente estudiadas (Kimmel & Smith, 1957; Glazer & Smith,
1971; Arnon, 1970; Brocklehurst & Salih, 1983). El latex contiene al menos cuatro
proteasas mayoritarias que representan cerca del 50% del total de las proteinas del mismo
(Robinson, 1975; Brocklehurst & Salih, 1983). Todas son proteasas cisteinicas con
propiedades enzimdticas similares, pero claramente distinguibles por sus actividades
relativas frente a distintos sustratos (Glazer & Smith, 1971), por su reactividad con ciertos
reactivos sulfhidrilicos (Baines & Brocklehurst, 1982) y por su basicidad (Brocklehurst &
Salih, 1983).

Papaina, un constituyente mas bien menor del latex de frutos de papaya (Robinson,
1975) puede ser facilmente cristalizada y estd muy bien caracterizada bioquimica (Kimmel
& Smith, 1957; Glazer & Smith, 1971; Arnon, 1970; Syu et al., 1983) y biofisicamente
(Ramshaw, 1982). Se trata de una de las enzimas vegetales mas estudiadas: su secuencia
de aminoacidos estd documentada (Hussain & Lowe, 1970b), se ha determinado su
estructura cristalina con una resolucién de 1,65 A (Kamphuis et al., 1984), su mecanismo
enzimatico ha sido extensamente analizado (Brocklehurst e al., 1981) y se ha estudiado el
efecto de modificaciones quimicas de la enzima sobre varios pardmetros cinéticos (Glick

& Brubacher, 1977). El DNA que codifica a la papaina ha sido clonado y secuenciado por
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Cohen et al. (1986), logrando posteriormente su expresion en Escherichia coli (Cohen et
al., 1990) y también en Saccharomyces cerevisiae (Vernet et al., 1993).

La separacion y caracterizacion de las otras enzimas proteoliticas (quimopapaina y
papaya peptidasas) parece ser mds dificultosa (Kunimitsu & Yasunobu, 1970;
Brocklehurst & Salih, 1983). En la mayoria de los estudios bioquimicos se emplea latex
de papaya seco, comercialmente procesado, o subfracciones comerciales de este producto
mas que el latex fresco, lo que torna dificil verificar la significancia de las variantes
enzimaticas descriptas (Khan & Polgar, 1983), por lo que no puede asegurarse si
realmente se encuentran en el vegetal o si son un producto del procesamiento. La
secuencia N-terminal de las cuatro proteasas muestra una alta homologia, indicando una
familia de genes estrechamente relacionados (Lynn & Yaguchi, 1979). La opinién de
Barret & Buttle (1985) es que el grupo de la quimopapaina deberia ser considerado como
una enzima unica con multiples formas cromatograficas, pero para Brocklehurst et al.
(1985) se trata de dos proteinasas distintas, a las que denominan quimopapaina A y B.

Goodenough & Owen (1987), utilizando cromatografia rapida (FPLC) de
intercambio anidnico acompanada por electroforesis en geles acidos de poliacrilamida
logran separar cinco proteinasas. De acuerdo a estos autores, segin sus valores de pl y Mr
las enzimas proteoliticas de papaya pueden ser clasificadas en: papaina (pl = 8,75; Mr =
23.000), quimopapaina A (pl = 10,3-10,4; Mr = 24.000), quimopapaina B (pl = 10,6-
10,7; Mr = 24.000), papaya proteinasa A (omega) (pl = 11,0; Mr = 24.000) y papaya
proteinasa B (pI = 11,0; Mr = 28.000). La proteinasa omega ha sido cristalizada, se ha
resuelto su estructura tridimensional (Pickersgill et al., 1991) y recientemente se ha
reportado la secuencia nucleotidica de su cDNA y su expresiéon en Escherichia coli
(Revell et al., 1993).

A partir del latex de frutos inmaduros de Carica candamarcensis Hook, especie
que crece espontineamente en el Zaire, se han separado por cromatografia de intercambio
cationico a pH 5,0 cuatro fracciones proteoliticamente activas (CC-1 a CC-1V), que fueron
caracterizadas por elecroforesis acida en geles de poliacrilamida, andlisis del espectro
infrarrojo por transformada de Fourier y estudios preliminares de especificidad, asi como

por determinacién de las secuencias aminoacidicas N-terminales hasta la posicion 43. Las
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fracciones CC-I y CC-III serian equivalentes a papaina y quimopapaina (Walreavens et
al., 1993).

En el latex de Pileus mexicanus ("cuaguayote") Castafieda-Agullé et al. (1942)
hallaron una enzima proteolitica muy activa, a la que denominaron mexicaina, que luego
pudieron obtener en forma cristalina por enfriamiento del latex diluido a pH 5,5
(Castafieda-Agullé et al., 1945) y que no requeria cianuro ni cisteina para poner de
manifiesto su actividad. No obstante, afios mas tarde se comprobd que se trataba de una
proteasa cisteinica y que su peso molecular, determinado en base a la concentracion de
grupos sulfhidrilo, era del orden de 20-23 kD (Cruz et al., 1974). Al igual que papaina,
se trata de una proteina basica (pI = 9,12) y su composicién aminoacidica es similar a la
de aquélla, ain cuando el nimero de cadenas laterales i6nicas es mayor (Soriano et al.,
1975). Su actividad es maxima a pH 8,5-9 frente a caseina y también manifiesta actividad

esterolitica en un rango de pH 5-8 (Inei-Shizukawa et al., 1976).

1.2.3. Proteasas de Euphorbiaceae

Algunas Euphorbiaceae poseen latex con una actividad proteolitica que esta en el
mismo orden de magnitud que el de las encontradas en papaya e higo (Lennox & Ellis,
1945; Jaffé, 1943), siendo interesante destacar que éstas no son proteasas cisteinicas.

Lynn & Clevette-Radford (1988) realizaron un estudio comparativo sobre 17
proteasas aisladas y purificadas del liatex de 8 especies de Euphorbiaceae. A partir de seis
especies del género Euphorbia obtuvieron 13 proteasas: "euforbaina 1" (de E. lathyris),
"euforbaina p" (de E. pulcherrima), "euforbainas y 1" (de E. cyparissias), "euforbainas
ty_4" (a partir de E. tirucalli), "euforbainas laj_3" (de E. lactea) y "euforbaina Ic" (de E.
lactea cristata). Las cuatro proteasas restantes provienen de otros dos géneros:
"euforbainas d; 5" (de Elaeophorbia drupifera) y "hevaina b" y "I" (de Hevea
brasiliensis).

Todas las enzimas mencionadas fueron inhibidas por DFP o por PMSF, asi como
por reactivos especificos para histidina, demostrando la presencia de residuos de serina e

histidina en el centro activo. Por otra parte, la actividad no fue afectada por EDTA ni por
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O-fenantrolina, lo que sugiere que no se trata de metaloproteinasas. Tampoco resultaron
afectadas por mercaptoetanol ni por p-cloromercuribenzoato (un reactivo especifico para
grupos sulfhidrilo libres), con excepcion de las euforbainas d_,, que fueron parcialmente
inhibidas por este ultimo. Similarmente, el agregado de un reactivo carboxil-especifico
(diazo-DL-norleucina metiléster) no tuvo efecto sobre la actividad proteolitica,
concluyéndose que se trata de proteasas serinicas, un grupo de proteasas con escasos
representantes dentro de los vegetales.

Los pesos moleculares de estas proteasas varian entre 33 y 170 kD, pero en la
mayoria es de 60-80 kD. Algunas de ellas presentan multiples formas moleculares y todas
son glicoproteinas, excepto la hevaina b. El andlisis de la composicion aminoacidica no
muestra diferencias significativas entre ellas y los mapas peptidicos obtenidos como
consecuencia de su accion sobre la cadena B de la insulina oxidada reveld que cada
proteinasa posee una reactividad singular y que no muestran actividad exopeptidasica. Los
valores de pl de la mayoria de estas enzimas se encuentran entre 5 y 7, con valores
extremos desde 4,0 hasta 9,1. En casi todos los casos el pH 6ptimo se ubica en la zona
neutra para los tres sustratos ensayados (azocaseina, azocolageno y carbobenzoxi-glicina
p-nitrofeniléster).

A partir del latex de tallos y raices de Hura crepitans Jaffé (1943) obtuvo un
precipitado aceténico al que denominé "huraina", con maxima actividad a pH 8 sobre
gelatina y un pl estimado entre 4 y 5, al que la presencia de cisteina, agua oxigenada o
cianuro no modificaban su actividad proteolitica.

La actividad de la enzima resulté disminuida o anulada por inhibidores de tripsina
de soja, poroto y Ascaris (Jaffé & de Seild, 1960), no fue afectada por p-
cloromercuribenzoato pero si inhibida por EDTA, activada por pequenas dosis de Fe2+
(pero no Fe3+) e inhibida por Zn2+ (de Seild & Gaede, 1961). Sin embargo, seguin los
experimentos de Boller (1986) la proteasa del latex fresco es insensible al EDTA (10 a 50
mM) y al FeSO4 (0,1 a 10 mM), pero es completamente inhibida por PMSF (1 a 5 mM),

por lo que huraina seria una tipica proteasa serinica.
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1.2.4. Proteasas de Moraceae

Ficina, nombre dado a un conjunto de formas moleculares presentes en el latex de
higos (Ficus spp.), es su representante casi excluyente. Su estudio fue promovido por el
conocimiento previo de su empleo en medicina popular, debido al uso que hacian del latex
algunos nativos de América Central y Sudamérica en el tratamiento de ciertas parasitosis
intestinales (Caldwell & Caldwell, 1929). Robbins (1930; Robbins y Lamson, 1934)
estableci6 tempranamente la relacion de causalidad entre el efecto antihelmintico
observado y la presencia de actividad proteolitica, especialmente notoria en el litex de
Ficus carica y F. glabrata, las dos especies que desde entonces constituyen las principales
fuentes de la proteasa.

Ficina es una proteasa sulfhidrilo-dependiente (Winnick et al., 1944; Cohen,
1958), con un tnico grupo -SH activo por molécula, ain cuando la misma contiene al
menos otro grupo tiol y tres uniones disulfuro no esenciales para que se manifieste la
actividad proteolitica (Liener, 1961; Englund et al., 1968; Malthouse & Brocklehurst,
1976). La secuencia aminoacidica que corresponde a la vecindad del sitio activo que
involucra al residuo de cisteina (Wong & Liener, 1964; Husain & Lowe, 1970a) refleja
una notoria similitud con la de papaina (Light et al., 1964) y lo propio ocurre con el
residuo histidina, que forma parte de una secuencia aminoacidica (Gleisner & Liener,
1973) que es idéntica a la de papaina (Husain & Lowe, 1970b) y casi igual a la de
bromelina de tallo (Husain & Lowe, 1968).

Como bromelina, ficina también es una glicoproteina (Friedenson & Liener,
1974); la fraccion polisacaridica estdi compuesta por glucosamina, manosa, galactosa,
fucosa y xilosa en relaciéon molar 5:2:1:1:1, respectivamente, cuya composicion recuerda
a la de bromelina de frutos, que carece de galactosa y posee menor contenido de
glucosamina (Kito & Murachi, 1969; Scocca & Lee, 1969).

Williams et al. (1968) estudiaron 46 especies de Ficus, encontrando que solo 13 de
ellas poseian actividad proteolitica apreciable. El litex de F. stenocarpa resulto ser el de
mayor actividad especifica, seguido por los de F. carica y F. glabrata. Un estudio
posterior (Kramer & Whitaker, 1964) llevado a cabo sobre una de las variedades mas

promisorias, Ficus carica var. Kadota, permiti6 comprobar que todas las fracciones
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activas son muy bdsicas (pl > 9,6) y que frente a caseina el pH de maxima actividad se
sitda en la zona neutra (pH 6,7-7,5).

Sgarbieri et al. (1964) ensayaron la actividad del latex de 16 variedades de Ficus
carica por cromatografia de intercambio idnico, comprobando que de una a otra variedad
se modifican tanto el nimero de fracciones activas (de 4 a 10) como la actividad. Por su
parte Kramer & Whitaker (1969a, 1969b) verificaron la existencia de variaciones
estacionales en cuanto a la cantidad de proteina contenida en el latex y a la actividad
especifica del mismo, pero confirmaron que no existen diferencias en el nimero de
formas moleculares que aparecen por cromatografia de intercambio y que la autolisis no
es la causante del elevado nimero de fracciones activas.

Sugiura & Sasaki (1974) estudiaron la composicién de proteasas del latex de una
variedad japonesa de higo (Ficus carica var. Horaishi), encontrando cuatro fracciones de
similar composicion (peso molecular 24 a 26 kD, pH 6ptimo 7-8, pl 8,3-10,2, semejante
estabilidad a la temperatura y al pH) y una fraccion que contiene un 4,8% de
carbohidratos, aunque en el resto de sus propiedades es similar a las demas.

A partir del latex de Ficus glabrata tratado con tetrationato de sodio (que impide
una eventual autolisis de la enzima) Englund er al. (1968) obtienen cuatro fracciones
activas, de las cuales sélo una de ellas resulta ser homogénea y cuya composicion
aminoacidica no difiere significativamente de los resultados previamente obtenidos por
Marini-Bettolo e al. (1963) y por Metrione et al. (1967). El aminoacido N-terminal es
leucina y el peso molecular es de 26 kD, cercano al consignado por otros autores
(Bernhard y Gutfreund, 1956; Marini-Bettolo et al., 1963; Metrione er al., 1967). En
cuanto a la especificidad de sustrato (cadena B de insulina oxidada), ficina exhibe una
mayor afinidad hacia uniones peptidicas en las que el residuo mas proximo al extremo N-
terminal es un aminoacido aromatico.

Al estudiar la naturaleza de los principales componentes proteoliticos del latex de
Ficus glabrata, Williams & Whitaker (1969) comprueban que la composicion
aminoacidica de los mismos es esencialmente similar y que también lo son los mapas
peptidicos que resultan luego de la hidrolisis triptica, por lo que las diferencias
cromatograficas observables podrian ser el resultado de una misma cadena polipeptidica

plegada de distintas maneras (diferentes conférmeros) y en consecuencia con diferentes
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grupos expuestos en la superficie, o bien deberse a diferencias minimas en la composicion
o en la secuencia aminoacidica. A similares conclusiones arriban Jones & Glazer (1970) y
Kortt er al. (1974a, 1974b).

Mais recientemente Lynn y Clevette-Radford (1985) determinaron las propiedades
de una proteasa presente en el "gomero" (Ficus elastica Roxb. et Homem, var. decora), a
la que denominaron "Ficina E", que sorprendentemente no es una tiol-proteinasa, sino que
pertenece al grupo de las proteinasas serinicas. La enzima tiene un peso molecular de 50
kD, un pH 6ptimo de 6,0 y -a diferencia de los de ficina, bromelina y papaina- su pl es
decididamente acido (3,7). El mapa peptidico obtenido al hacer actuar Ficina E sobre la
cadena B de la insulina es totalmente diferente al que se obtiene con ficina y la
composicion aminoacidica de esta nueva proteasa es también muy distinta a la de aquélla.

En especies pertenecientes a otros géneros de Moraceae los estudios realizados son
muy bdasicos: en Brosimum alicastrum, Broussonetia papyrifera y Morus nigra Robbins &
Lamson (1934) simplemente mencionan que detectaron actividad proteolitica sobre
gelatina, en tanto que Tauber (1949) extrajo una proteasa no sulfhidrilica del latex de

Maclura pomifera, con maxima actividad sobre gelatina a pH 6,45.

1.3. Principales aplicaciones de las proteasas

1.3.1. Tiernizacion de carnes

Como la mayoria de los productos naturales, las enzimas proteoliticas han sido
utilizadas empiricamente durante mucho tiempo, especialmente en materia de alimentacion
y salud. Un buen ejemplo lo constituye el empleo del jugo de mamoén (Carica papaya L.),
con el que los habitantes de muchas regiones de Centro y Sudamérica hacen mas tiernas
las carnes que consumen. Las proteasas contenidas en dicho jugo provocan la tiernizacion
por hidrélisis parcial de las proteinas del tejido conectivo (colageno y elastina) y en menor
grado las de las mismas fibras musculares. Si bien las proteasas pueden aplicarse de muy
diversas maneras, actualmente en la industria de la carne se logra un excelente tiernizado

inyectando por via endovenosa al animal antes de ser faenado una solucion de enzima
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reversiblemente inactivada. La proteasa es reactivada por el poder reductor que adquiere
el misculo luego de la muerte (Kang, 1978) y manifiesta su maxima actividad con el
incremento de la temperatura durante el proceso de coccion (Bernholdt, 1982). Con este

tratamiento también se mejora la digestibilidad del producto.

1.3.2. Elaboracion de cerveza

Otra aplicacion importante de las proteasas es el uso que se hace de ellas en la
industria de la cerveza, con el objeto de proporcionar a la misma una buena estabilidad
coloidal a bajas temperaturas, es decir impedir que como consecuencia del enfriamiento se
manifieste turbiedad o que sedimenten componentes que se mantenian solubles a
temperatura ambiente. El fendmeno anterior es debido a la presencia de un complejo
tanoproteico (tanino-proteina) que resulta soluble en caliente o a temperatura ambiente,
pero que tiene tendencia a precipitar en frio. Tanto las proteinas como los compuestos
polifendlicos provienen de las materias primas usadas en la preparacidon de la cerveza
(cebada y lipulo). Un modo de resolver el problema es impedir la formacion del complejo
o digerirlo parcialmente luego de formado; en este ualtimo caso se usan enzimas
proteoliticas, en especial papaina, aunque también se han ensayado ficina, bromelina y
pepsina. Debe tenerse en cuenta que la hidrdlisis requiere ser controlada, ya que la
cerveza debe mantener una adecuada proporcion de proteina coloidal, necesaria para que

la misma tenga "cuerpo” y produzca espuma abundante y duradera (Sicard, 1982).

1.3.3. Elaboracién de quesos

Las proteasas se utilizan en la industria lactea, en especial en la tfabricacion de
quesos. La quimosina, una endopeptidasa que integra los fermentos gastricos de los
rumiantes, ha sido tradicionalmente usada para producir la coagulacién de la leche. Este

proceso ocurre en dos etapas, la primera de las cuales es de naturaleza enzimatica y
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consiste fundamentalmente en la hidrélisis de una unién peptidica especifica de la kappa-
caseina (Fox, 1982), haciéndola susceptible a coagular englobando lipidos y proteinas, en
presencia de Cal+ y calor (lo que constituye la segunda etapa). Como sustituyentes de la
renina se han ensayado otras enzimas: pepsina bovina y porcina, ficina y proteasas
fungicas de Mucor miehei, M.pusillus y Endothia parasitica, aunque su uso no se ha

generalizado.

1.3.4. Panificacion

Durante la panificacion se adicionan proteasas flngicas (Aspergillus oryzae),
papaina o bromelina para mejorar la manipulaciéon de la masa, asi como su elasticidad y la
textura del gluten, lo que finalmente provoca un incremento sustancial del volumen de

aquélla, con la consiguiente reduccién del tiempo de amasado (Sicard, 1982).

1.3.5. Obtencion de proteinas modificadas para la industria alimentaria

En los parrafos anteriores se han analizado los principales procesos de elaboracion
de alimentos en los que intervienen enzimas proteoliticas. Otro importante uso de estas
enzimas es la obtencién de proteinas parcialmente hidrolizadas o de hidrolizados proteicos
para ser luego empleados en la produccion de otros alimentos.

Un ejemplo interesante es la produccion de quesos modificados por enzimas
(Enzyme Modified Cheeses, EMC), los que tienen un sabor 5 a 15 veces mas intenso que
los quesos no modificados. Estos EMC se utilizan como agentes saborizantes
reemplazando total o parcialmente el ingrediente original en la fabricacion de productos
que normalmente contienen quesos (Kilara, 1985).

Por otra parte, la hidrdlisis parcial de las proteinas permite modificar ciertas
propiedades fisicoquimicas de las mismas; asi es como se ha logrado incrementar la
solubilidad de las proteinas de semillas de soja (Puski, 1975), de algodon (Jost & Monti,

1977) y de mani, caso en el que han resultado adecuadas papaina, bromelina y ficina
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(Arzu et al., 1972). Los productos obtenidos pueden emplearse en la elaboracion de
bebidas, sopas y salsas. En cuanto al incremento de la capacidad emulgente, se obtuvieron
buenos resultados con proteinas de soja y de trigo para su uso en mayonesas. salsas y
aderezos (Sekul & Ory, 1977).

Es de particular importancia el incremento del poder espumigeno de las proteinas
para ser utilizadas en la fabricacion de "souffles”, "mousses”, merengues, helados y
cremas. En tal sentido se han obtenido proteinas modificadas que producen espumas
abundantes y estables a partir de semillas de soja y trigo.

También se obtienen por degradacidon enzimdtica hidrolizados proteicos, los que
han encontrado creciente aplicacion como aditivos alimentarios, ya que proveen

aminodcidos libres y péptidos de bajo peso molecular (Kilara, 1985).

1.3.6. Aditivos en polvos detergentes

Una aplicacion de las proteasas que ha adquirido gran importancia en los altimos
tiempos es su incorporacion a polvos detergentes (Whitaker, 1982), en los que estan

habitualmente asociadas a lipasas y amilasas, siendo las de origen microbiano las mas

utilizadas.

1.3.7. Manufactura de cueros

Otro importante proceso industrial en el que se emplean enzimas proteoliticas es la
manufactura de cueros, ya sea en la etapa previa de la depilacion de la piel como en la
posterior del "batido", cuyo objetivo es preparar el cuero para el teilido y que consiste en
la remocion de restos de pelos, glindulas, células epiteliales y tejidos superficiales no
separados por los tratamientos previos. En este caso se utiliza principalmente pancreatina,
pero también se han ensayado con buenos resultados papaina, bromelina y proteasas

bacterianas (en especial la obtenida de Bacillus subtilis) y tingicas de variado origen

(Sicard, 1982).
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1.3.8. Industria textil

A los efectos de aumentar la resistencia a la traccion y a la abrasion, las fibras
textiles son "encoladas” con una preparacion de polimeros ("colas"). Con posterioridad al
hilado se debe proceder a "desencolar” los hilos para restituir las propiedades de los
mismos. Las fibras artificiales son habitualmente impregnadas con gelatina y para su

desencolado se usa la proteasa neutra de Bacillus subtilis o la proteasa alcalina de B.

licheniformis (Sicard, 1982).

1.3.9. Accion farmacologica

Las enzimas proteoliticas han sido utilizadas en tratamientos post-quirdrgicos para
el desbridamiento de heridas y en clinica médica gastroenteroldgica como coadyuvantes en
el tratamiento de trastornos digestivos, en este Gltimo caso asociadas a otras enzimas
hidroliticas (Mantell et al., 1985). Pero la aplicacion mas trascendente de las mismas
obedece a sus probadas propiedades antiinflamatorias (Netti ez al., 1972), siendo papaina,
bromelina y ficina las proteasas mas ampliamente utilizadas en tal sentido.

Informaciones relativamente recientes han dado cuenta de una presunta actividad
citostatica de la bromelina (Batkin, et al., 1988a, 1988b; Maurer e al., 1988), pero el
anuncio no ha sido confirmado por posteriores investigaciones. Mucho mas recientemente
se ha ensayado en el tratamiento de hernias de discos intervertebrales la aplicacion local
de quimopapaina inyectable, que actuaria hidrolizando los proteoglicanos presentes en los

nicleos pulposos ("quimionucleolisis") responsables de la afeccion (Walreavens er al.,

1993).
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Objetivos

2.1. Motivos de la eleccion del tema

En términos econdmicos, las enzimas proteoliticas representan casi las dos terceras
partes de las enzimas que se comercializan en el mercado mundial, a pesar de que el
nimero de proteasas de aplicacion industrial no supera la docena, incluidas tanto las de
origen vegetal (papaina, ficina, bromelina) como las de origen animal (pancreatina,
pepsina, quimosina) o microbiano (alcalasa, neutrasa, proteasas flingicas).

En principio, toda proteasa estd capacitada para degradar cualquier sustrato
proteico, aunque el grado de hidr6lisis alcanzado y el tipo de productos obtenidos no sean
los mismos practicamente en ningidn caso. La eleccidon de una u otra clase de proteasa
dependera entonces de su modo de accién y de la posibilidad de que el mismo se adapte a
las condiciones particulares del proceso en el que se intente aplicarla (pH, temperatura,
fuerza i6nica, presencia de otras sustancias, caracteristicas del medio).

En virtud de lo expuesto, resulta sorprendente el reducido nimero de proteasas que
han sido aisladas, purificadas y caracterizadas. En el caso de las plantas superiores, el
namero de especies investigadas en tal sentido estd muy lejos de representar siquiera el
uno por mil de las especies existentes.

En lo que se refiere a la Argentina, la variedad de zonas fitogeograficas existentes
ha generado una importante flora autdctona, a la que debe sumarse un buen numero de
especies introducidas por cultivo. Sin embargo no existen antecedentes sobre el
aislamiento de fitoproteasas provenientes de plantas que crecen en el pais, a excepcion de

los estudios realizados en nuestro laboratorio sobre algunas especies de Bromeliaceae.

2.2. Finalidades especificas

En la bisqueda de una especie vegetal que resultara buena productora de proteasas,
utilizando como criterios selectivos la biomasa disponible, la accesibilidad de su obtencion
y la posibilidad de su aprovechamiento industrial, se realizaron ensayos preliminares en

especies pertenecientes a taxones promisorios en este sentido. Finalmente se seleccionaron
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los frutos de Maclura pomifera (Raf.) Schneid. (Moraceae) para estudiar las proteasas
presentes en el litex que contienen los mismos.
Una vez elegido el material vegetal, se elabor6 la estrategia experimental que

permitiera conseguir los siguientes objetivos:

a) Establecer la relacion entre el grado de madurez de los frutos, la produccién de latex y

el contenido de proteasas de los mismos.

b) Obtener preparaciones enzimaticas crudas y determinar las condiciones Optimas para su

conservacion.

c) Caracterizar las preparaciones crudas cn cuanto al efecto del pH, la temperatura, la
fuerza i6nica y el agregado de activadorcs ¢ inhibidores, asi como conocer su
cstabilidad durantc lapsos variables cn diferentes condiciones de pH y temperatura y

cnsayar la actividad proteolitica frente a diferentes sustratos naturales y sintéticos.

d) Someter las preparaciones a un proceso de puriticacidn que permita obtener una o mas

fracciones de clevada actividad especitica con alto grado de rendimiento.

¢) Caracterizar las fracciones asi purificadas.
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Materiales y métodos

3.1. Material vegetal

Las proteasas cuyo estudio constituye el objeto del presente trabajo forman parte del
latex proveniente de frutos maduros de Maclura pomifera (Raf.) Schneid. (Moraceae). El
material fue recogido en Villa Elisa (Provincia de Buenos Aires) en enero, febrero, marzo y
abril de 1989, marzo y abril de 1990, abril de 1991, abril de 1992, abril de 1993 y abril de
1994.

La especie es ampliamente cultivada en toda la regién templado-cilida de nuestro pais
para formar cercos vivos y rompevientos y también con fines ornamentales, por su agradable
follaje abierto de color verde brillante y sus grandes frutos con aspecto de naranjas rugosas
(de alli la denominacién "osage orange" que se da a la especie en EE.UU.). Se trata de un
arbol dioico, de mediano tamafio, originario de América boreal. El nombre le fue impuesto
al género en honor del gedlogo norteamericano W. Maclure (Bailey, 1953).

Las ramitas son de color verde claro, glabras al principio, luego con espinas de hasta
6 cm de largo. Posee hojas caedizas, cortamente pecioladas, aovadas a oblongo-lanceoladas,
acuminadas, pubescentes en la foliacion, llegando a ser prontamente glabras, lustrosas en la
cara superior, de 5 a 15 cm de largo.

Las flores son unisexuales, pequefias, apétalas y con céliz tetralobado. Las flores
masculinas, de 2 a 4 cm de largo, presentan cuatro estambres opositipétalos y anteras bitecas
de dehiscencia longitudinal, son pediceladas y estan dispuestas en racimos péndulos sobre
ramas del afio anterior. Las flores femeninas son sésiles, agrupadas en compactos capitulos
esféricos de 2 cm de ancho, insertas sobre cortos pedinculos. El ovario es unilocular con
estigma piriforme, largo y plumoso. El fruto es un sincarpio esférico, rugoso, verde-
amarillento, de 10 a 15 cm de didmetro, formado por la concrescencia de pequeias drupas
oblongas. Florece en primavera y sus frutos maduran entre el verano y el otofio. La
propagacion se produce usualmente por semillas, aunque también pueden obtenerse nuevas
plantas a partir de gajos o estacas de tallos o raices.

La corteza de la raiz es utilizada como colorante amarillo y la del tronco, de color

naranja oscuro, es empleada a veces para curtir cueros (Dimitri, 1978).

Todos los reactivos utilizados son de calidad pro-anilisis o equivalente
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3.2. Relacién entre el grado de madurez de los frutos, la produccién de ldtex
y el contenido en proteasas de los mismos.

Con el objeto de determinar en qué medida el grado de desarrollo del fruto estd
relacionado con la produccién de latex y de proteasas y para establecer el periodo 6ptimo de
recoleccion de los mismos, se obtuvieron frutos en distintos estadios de maduracion
provenientes de un Unico ejemplar de Maclura pomifera, durante el periodo enero-abril de
1989; el grado de maduracion fue expresado en semanas a partir del inicio de la floracion.

En cada oportunidad se recolectaron 5 frutos, que fueron pesados, medidos y lavados;
una vez secos se les extrajo el latex siguiendo el procedimiento descripto més adelante.

A las suspensiones asi obtenidas se les determind la actividad caseinolitica como se
indica en 3.4.1. y el contenido en proteinas de acuerdo a lo especificado en 3.6., a efectos

de expresar los resultados como actividad especifica de cada muestra.

3.3. Obtencion de las preparaciones crudas

Previamente a la obtencién del litex los frutos fueron escrupulosamente lavados bajo
un chorro de agua corriente con la ayuda de un cepillo suave, enjuagados dos veces con agua
destilada y pesados una vez secos.

El latex fue obtenido practicando incisiones superficiales de una profundidad no
mayor a los 2 mm (efectuando incisiones més profundas o cortando los frutos no se obtuvo
un mayor rendimiento en latex). De esta manera se provocd la exudacion de un latex
semifluido, de color blanquecino, que fue recibido sobre un pequefio volumen de una
solucién de buffer fosfatos 0,1 M de pH 6,0 conteniendo EDTA 5 mM sumergida en un
bano de hielo-agua para prevenir la protedlisis. El agregado de EDTA obedece a la necesidad

2+ en su centro activo (Anderson,

de evitar la accion de las fenoloxidasas, que poseen Cu
1968), en tanto que el valor de pH elegido es lo suficientemente alejado del pH 6ptimo como
para minimizar la autodigestion durante el proceso.

Las preparaciones crudas se obtuvieron diluyendo y centrifugando la suspension

anterior a 4°C y 16.000 g durante 20 minutos. Luego de eliminar una pelicula blanquecina
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que flota en la superficie y un pellet amarillo verdoso (lo que permitié la remociéon de gomas
y otros materiales insolubles), la solucion (25 ml corresponden a 1 ml de latex) se filtré a

través de papel y se congel6 o liofilizo.

3.4. Ensayo de la actividad proteolitica

Si bien el sustrato proteolitico empleado en la mayoria de los casos fue caseina, en

algunas experiencias se utilizaron azocaseina, azocoll, hemoglobina y proteinas de soja.

3.4.1. Caseina

Se preparo suspendiendo 1 g de caseina tipo Hammarsten (Research Organics) en 100
ml de solucidn buffer; la suspensidn se coloco en un bafio de agua que se llevo a ebullicion y
se mantuvo durante 20 minutos en esas condiciones. La solucidn resultante se filtré por papel
en caliente y se utilizé el mismo dia en que fue preparada.

La mezcla de reaccion contiene 1,1 ml de solucién de caseina al 1% y 0,1 ml de
solucion de la enzima, disueltas en buffer Tris-CIH 0,1 M de pH 8,5. La reaccion fue
llevada a cabo a 37°C y detenida por la adicién de 1,8 ml de 4cido tricloroacético al 5%,
luego de lo cual los tubos fueron centrifugados a 4.000 g durante 20 minutos,
determinandose la absorbancia de los sobrenadantes a 280 nm, medida a través de una celda
de 1 cm de paso. En todos los casos fueron realizados ensayos en blanco agregando en
primer término el acido tricloroacético.

Siguiendo el criterio de Sarath et al. (1989) para expresar la actividad enzimatica
cuando se utilizan sustratos proteicos, se definid para este caso una unidad arbitraria (Unidad
caseinolitica, Ucgag), que corresponde a la cantidad de enzima requerida para producir un
incremento de una unidad de absorbancia a 280 nm al cabo de un minuto, en las condiciones

de ensayo.
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3.4.2. Azocaseina

Esta técnica presenta la ventaja de su mayor sensibilidad y la posibilidad de efectuar
las mediciones en el espectro visible, aunque su ejecucion es algo mas compleja que la
anteriormente descripta.

Para la preparacion de la azocaseina se utilizd la técnica de Charney & Tomarelli
(1947) ligeramente modificada, que requiere la preparacion previa de una solucion 0,01 M
de 4cido sulfanilico diazotado y de una solucidon de caseina al 7,5%.

La solucion de acido sulfanilico diazotado se preparé disolviendo 10 milimoles de
nitrito de sodio y 10 milimoles de acido sulfanilico en 300 ml de agua destilada, que se
virtieron sobre 25 milimoles de acido clorhidrico concentrado y 2 milimoles de bromuro de
sodio, agitando durante 1 hora a 20°C. La solucién se llevé a un litro con agua destilada y se
conservo en heladera.

La solucidon de caseina se prepar0 agregando 15 g de caseina tipo Hammarsten
lentamente y con agitacién suave sobre 200 ml de una solucion de carbonato de sodio al 5%
(p/v) a temperatura inferior a 60°C.

La solucién de acido sulfanilico diazotado fue vertida lentamente sobre la de caseina,
manteniendo la temperatura por debajo de 5°C y asegurandose que el pH fuera inferior a 9
mediante el agregado de é4cido clorhidrico 1 M. El conjunto se transfirié a la heladera con
agitacion constante durante 5 o mas horas. Al cabo de ese tiempo se agregé acido clorhidrico
0,2 M hasta pH 6,5 y se dializé a igual temperatura contra cloruro de sodio 0,1 M (15
volimenes) durante 12 horas y luego contra agua destilada (15 volimenes) otras 12 horas.
La solucion dializada fue fraccionada y liofilizada.

La mezcla de reaccion conteniendo 250 ul de azocaseina al 2% en Tris-HC1 0,1 M de
pH 8,0 y 150 ul del extracto enzimético se incubé a 37°C. La reaccion se detuvo agregando
1,2 ml de &cido tricloroacético al 10%; la mezcla se mantuvo en reposo durante 15 minutos
y luego se centrifugd durante 3 minutos a 8.000 g. Se virtieron 1,2 ml del sobrenadante en
un tubo de ensayo conteniendo 1,4 ml de NaOH IM y se midié la absorbancia a 440 nm a
través de una celda de 1 cm de paso. En todos los casos fueron realizados ensayos en blanco

agregando en primer término el acido tricloroacético.
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La unidad de actividad enzimdtica (Uz50cas) fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para producir un incremento de una unidad de absorbancia a 440 nm por minuto en

las condiciones de ensayo.

3.4.3. Azocoligeno

La mezcla de reacciéon contiene 10 mg de azocoll (Sigma), 200 ul de solucién de
enzima y 300 ul de buffer Tris-CIH 0,1 M de pH 8,5. La reaccion se llevé a cabo a 37°C y
fue detenida por el agregado de 3 ml de agua fria (4°C), luego de lo cual los tubos fueron
mezclados vigorosamente, el contenido removido por filtracién a través de papel de filtro
Whatman N° 1 y la absorbancia de la solucién medida a 520 nm a través de una celda de |
cm de paso. En todos los casos fueron realizados ensayos en blanco reemplazando la
solucion de enzima por una cantidad equivalente de buffer.

En este caso la unidad de actividad enzimética (Uz,ocoll) fue definida como la
cantidad de enzima necesaria para producir un incremento de una unidad de absorbancia por

minuto en las condiciones de ensayo (O'Reilly ef al., 1981).

3.4.4. Hemoglobina

Se utiliz6 la técnica de Anson (1938) ligeramente modificada. Para obtener el sustrato
(hemoglobina desnaturalizada por accién de urea), una solucién conteniendo 8 ml de NaOH
IN, 72 ml de agua destilada, 36 g de urea y 10 ml de hemoglobina (Sigma) al 22% (p/v) fue
mantenida a 25°C durante 60 minutos, luego de lo cual se le adicionaron 4 g de urea
disueltos en 10 ml de KHp(PO4). Esta solucion de hemoglobina desnaturalizada fue
almacenada a 4°C, estabilizada por el agregado de merthiolate al 2% (p/v).

La mezcla de reaccion conteniendo 0,5 ml de la solucion de hemoglobina
desnaturalizada y 0,1 ml de la preparacién enzimatica fue incubada durante 10 minutos a
37°C; la reaccién se detuvo por el agregado de 1 ml de 4cido tricloroacético 0,3 N, la
mezcla se mantuvo en reposo durante 30 minutos y se centrifugd durante 20 minutos a 5.000

g. Sobre 100 ul de sobrenadante se practicé la reaccion de Folin & Ciocalteau (1927),
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midiendo la absorbancia de los productos obtenidos a 750 nm a través de una celda de 1 cm
de paso. A los efectos de poder expresar los resultados en miliequivalentes de tirosina se
practico la misma rcaccion sobre una solucion patrén de tirosina 0,16 N. En todos los casos
fueron realizados ensayos en blanco agregando en primer término el dcido tricloroacético.

La unidad de actividad enzimatica (Unidades Anson) fue definida como la cantidad de
enzima que digiere a la hemoglobina desnaturalizada en las condiciones de ensayo, liberando
por minuto una cantidad de productos no precipitables con 4cido tricloroacético que en
presencia del Reactivo de Folin & Ciocalteau producen una absorbancia a 750 nm

equivalente a la generada por un miliequivalente de tirosina.

3.4.5. Proteinas de soja

El objetivo de este experimento fue determinar el grado de hidrdlisis de las proteinas
presentes en concentrados de soja por accion de una cantidad definida de la enzima estudiada
y analizar los productos generados a lo largo del tiempo, en comparacion con la protedlisis
producida por alcalasa (preparacién comercial obtenida de Bacillus licheniformis, Novo
Industri A/S, Denmark) en la misma relacion enzima/sustrato.

El concentrado de soja fue preparado agitando 100 g de harina de soja desgrasada
(origen Brasil) durante 12 horas a 4°C con 1000 ml de etanol de 70°; la dispersion se
centrifugd, el sedimento se tratd del mismo modo durante 1 hora y se seco en estufa a 50°C
durante 24 horas.

El seguimiento de la hidrélisis se realiz6 con un "pH-stat" manual empleando una
microbureta tipo Bahn, un pH-metro, un vaso de doble camisa para termostatizar la mezcla
de hidrolisis y un baio de temperatura graduable. El pH se mantuvo constante por adicion de
NaOH 2 N cada vez que el mismo descendié 0,1 unidad. La reaccion se detuvo por
disminucion del pH a 4,2 mediante el agregado de acido HCl 1 N y la inactivacion de la
enzima se obtuvo por calentamiento a 75°C durante 10 minutos. En todos los experimentos
la temperatura fue fijada en 45°C y se utilizaron 100 ml de una dispersion de concentrado de
soja al 8% en agua (5,6% en proteinas) que fue llevada con NaOH al valor de pH elegido
(8,0, 9,0 6 10,0). En todos los casos fueron realizados ensayos en blanco reemplazando la

solucion de enzima por una cantidad equivalente de agua destilada.
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El grado de hidrélisis (DH) se calculé de acuerdo a la siguiente férmula (Adler-
Nissen, 1986):

DH= VNaOH X NNaOH X l/a x 1/MP x 1/hyo x 100 %

donde o es el grado de disociacion promedio de los grupos a-NH-, MP es la masa de
proteina en gramos (Kjeldahl) y hig¢ €l nimero total de uniones peptidicas en el sustrato

proteico (meq/g).

3.5. Ensayo de la actividad esterolitica con sustratos sintéticos

La utilizacion de sustratos sintéticos del tipo N-carbobenzoxi-p-nitrofenilésteres de L-
aminoécidos, en los cuales estin bloqueados tanto el grupo «-NH7 como el o«-COOH del
resto aminoacidico (en el altimo caso con un grupo cromoéforo), permite la determinacion de
la actividad endoesterasica relativa respecto al aminoacido que aporta el grupo carboxilo.

La mezcla de reaccion contiene 1,9 ml de buffer Tris-HCl 0,1 M de pH 8,0, 1 ml de
solucion de sustrato (I mM en dioxano) y 0,1 ml de solucién de enzima. La reaccion fue
llevada a cabo a 30°C y se midieron durante 3 minutos los cambios en la absorbancia a 405
nm, maximo del espectro de absorcion del 4-nitrofenolato liberado por la enzima. La
hidrolisis no enzimatica correspondiente a cada uno de los sustratos se determind
reemplazando la solucién de enzima por 0,1 ml de buffer. Los ensayos fueron realizados por
triplicado.

La unidad enzimdtica (Ucp,) fue definida como la cantidad de enzima que libera un
micromol de p-nitrofenolato por minuto a 30°C y pH 8,0. A los efectos de calcular los
micromoles de 4-nitrofenolato producidos en la reaccion se confeccioné una curva patron
utilizando este reactivo en el rango de 15 a 70 uM.

Se utilizaron los N-carbobenzoxi-p-nitrofenilésteres de los siguientes aminoacidos: L-
alanina, L-asparagina, L-fenilalanina, glicina, L-leucina, L-lisina, L-tirosina, L-triptofano y
L-valina, asi como el N-carbobenzoxi-B-bencil-L-idcido aspértico-p-nitrofeniléster y el N-
carbobenzoxi-S-bencil-L-cisteina-p-nitrofeniléster. Cabe destacar que sdlo se ensayaron los

derivados de los aminoacidos que pueden obtenerse comercialmente.
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3.6. Determinacion del contenido de proteinas

Se utilizé el método de Bradford (1976), basado en que la unidén del Coomassie Blue
(G-250 a la proteina produce un corrimiento del méximo de absorbancia de 465 nm (forma
roja del colorante libre) a 595 nm (forma azul del complejo colorante-proteina). El método
resulta especialmente apto para la valoracion de proteinas en extractos vegetales, que
frecuentemente contienen sustancias de naturaleza fendlica que interfieren con el clasico
método de Lowry (Peterson, 1979).

Las curvas de calibracion se confeccionaron utilizando seroalbimina bovina (Sigma)
en el rango de 0,2-1,4 mg/ml para el ensayo estindar y en el de 5-100 pg/ml para el
microensayo.

En las experiencias cromatograficas el perfil de proteinas se estimé por medida de la

absorbancia directa a 280 nm.

3.7. Determinacion del contenido de hidratos de carbono

El contenido de hidratos de carbono se determiné por el método de Dubois e al.
(1957), basado en la formacién de un compuesto coloreado con maximo de absorbancia a
490 nm por reaccion del fenol con los glicidos (azicares y sus metil derivados,
oligosacéaridos y polisacéridos solubles), en presencia de acido sulfirico concentrado. La
curva de calibracion se confeccioné utilizando glucosa (Mallinckrodt) en el rango de 10-100

pg/ml.

3.8. Conservacion de las preparaciones crudas

Dado lo reducido del periodo en el que los frutos alcanzan el grado de madurez
optimo para la producciéon de proteasas, el almacenamiento del material en estudio es un
aspecto critico. La conservacion de los frutos a temperaturas inferiores a 0°C fue descartada
porque el proceso de congelamiento y descongelamiento provoca la desorganizacion de las

estructuras secretoras, con la consiguiente disminucion de actividad proteolitica del material
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por dilucién y/o inactivacion de las proteasas. En consecuencia se almacenaron preparaciones
crudas a -20°C y se ensay6 el efecto del tiempo de almacenamiento sobre la actividad
caseinolitica de las mismas, para lo cual se conservaron congeladas a -20°C alicuotas de 5
ml. Luego de 5, 10, 20, 30, 60, 120 y 180 dias fueron descongeladas dos muestras
correspondientes a cada tiempo de conservacion, determinidndose la actividad residual

Por otro lado se ensayé el efecto de la liofilizacidn sobre la actividad caseinolitica de
las preparaciones crudas. En este caso 10 alicuotas de 2 ml de dichas preparaciones fueron
congeladas en frascos-ampolla por rotacién dentro de un recipiente conteniendo aire liquido.
De esta manera se obtiene una pelicula delgada, con lo que se reduce el tiempo de
congelamiento y se facilita la liofilizacion. Cinco muestras fueron liofilizadas en un
liofilizador FIC, modelo L2 y las restantes se almacenaron congeladas para ser empleadas
como referencia. Se determiné la actividad caseinolitica residual tanto en los liofilizados

como en las referencias.

3.9. Efecto de pH sobre la actividad proteolitica

El perfil de pH caracteristico de las preparaciones enziméticas se determiné utilizando
alternativamente caseina o azocoll como sustratos.

Cuando la actividad proteolitica se midi6 sobre caseina, segiin la técnica descripta en
3.4.1., el rango de pH ensayado fue desde 6,0 (debido a la escasa solubilidad de la caseina a
valores menores) hasta 11,0, con intervalos de 0,5 unidad de pH. En las determinaciones se
emplearon soluciones 0,01 M de los siguientes buffers: Mes, Mops, Taps, Ampso y Caps
(Good e Izawa, 1972).

Cuando se utilizd azocoll como sustrato, segin la técnica descripta en 3.4.3., la
escala de pH cubierta fue mayor: desde 4,0 hasta 11,0, con intervalos de 0,5 unidad de pH,
empleando para ello los buffers antes citados, mas acido acético-acetato de sodio 0,01 M

para el intervalo de pH 4,0-5,5.
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3.10. Efecto de la fuerza iénica sobre la actividad proteolitica

La actividad de la mayoria de las enzimas no se ve afectada a valores de fuerza idnica
bajos, pero disminuye cuando la concentracion de sal se incrementa por encima de 0,2 M
(Scopes, 1984). En consecuencia se determind la actividad proteolitica de las preparaciones
crudas sobre azocoll en agua destilada con el agregado de cantidades crecientes de NaCl,

hasta llegar a una concentracion maxima de 0,3 M.

3.11. Estabilidad en el rango de pH de mayor actividad proteolitica

Teniendo en cuenta la posibilidad de utilizacion de la enzima en procesos industriales,
se consider6 ventajoso conocer el comportamiento de la preparacion enzimdtica durante
periodos mas prolongados que los utilizados en las experiencias habituales de laboratorio,
dentro del rango de pH de mayor actividad caseinolitica. El experimento se llevd a cabo
manteniendo muestras de extracto crudo durante 20, 40, 80 y 120 minutos a 37°C y a pH
8,0, 8,9 y 10,4, utilizando los buffers Taps, Ampso y Caps (Good e Izawa, 1972). Luego de

cada incubacidn se determiné la actividad residual sobre azocoll de la manera indicada en el

punto 3.4.3.

3.12. Estabilidad térmica

A fin de estudiar el efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica de las
preparaciones enzimadticas, las mismas fueron incubadas durante 0, 5, 10, 20, 40, 60, 90 y
120 minutos a 37°C, 45°C, 55°C, 60°C y 70°C, a pH 8. Finalizado el periodo de
incubacion, las muestras fueron mantenidas en un bafio de hielo hasta que se midio la
actividad caseinolitica residual. Las determinaciones fueron realizadas a los dos minutos, a

cada una de las temperaturas, de acuerdo a la técnica descripta en 3.4.1.
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3.13. Efecto de activadores e inhibidores

Con el objeto de determinar a qué grupo pertenece la proteasa en estudio, segun los
tipos mecanisticos propuestos por Barrett y Rawlings (1991), las preparaciones enzimaticas
fueron incubadas durante 10 y 30 minutos a 37°C con EDTA (1 y 5 mM), cisteina (5 y 10
mM), cloruro mercirico (1 y 0,1 mM), cloruro de caicio (1 y 0,1 mM), PMSF (1 mM y 10
mM), iodoacetato de sodio (0,1 y 0,01 mM) y aprotinina (10 y 30 mM).

Dado que el PMSF inhibe tanto a proteinasas cisteinicas como serinicas, aunque en el
primer caso la inhibicion se revierte por el agregado de tioles reductores (Salvesen y Nagase,
1989), las muestras se preincubaron con PMSF durante 10 y 30 minutos a 37°C y luego se
determind la actividad con y sin tratamiento previo con cisteina 12 mM. Finalizada la
incubacion, en todos los casos se determind la actividad caseinolitica residual como se

describe en 3.4.1.

3.14. Fraccionamiento acetonico

Si bien la centrifugacion de la suspension de latex (3.3.) asegura la remocion de
gomas y otros materiales insolubles, permanecen en la solucion pigmentos y glicidos
solubles que es conveniente eliminar para facilitar la aplicaciéon de técnicas cromatograficas
de purificacion y para evitar que los pigmentos (flavonoides) reaccionen en sus formas
oxidadas con las proteinas, inactivindolas (Loomis & Battaile, 1966). En consecuencia se
adopto el esquema de fraccionamiento aceténico que ilustra el diagrama.

La acetona (-20°C) se agregd gota a gota y con agitacion suave, manteniendo la
temperatura de la mezcla a 4°C, a efectos de minimizar la desnaturalizacién. La suspension
obtenida en cada caso fue dejada en reposo durante 10 minutos a -20°C y luego centrifugada
a 16.000 g durante 15 minutos a 4°C. Los precipitados fueron redisueltos en buffer fosfatos
0,1 M de pH 7,0 y en las soluciones obtenidas se determind la actividad proteolitica
remanente, el contenido de proteinas y de hidratos de carbono tal como se indicé en 3.4.1.,

3.6. y 3.7., respectivamente.
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Preparacion

cruda
Acetona
(1 vol) i l buffer fosfatos
A 0,1 MpH 7
Sobrenadante 1 Precipitado 1 —|  Solucion 1
Acetona
(1 vol) l buffer fosfatos
4 0,L1MpH7 y
Sobrenadante 2 Precipitado 2 | Solueion 2
Acetona
(1 vol) ! l buffer fosfatos
0,1 MpH7
Sobrenadante 3 Precipitado 3 »|  Solucion 3

Diagrama de purificacién

3.15. Ensayos de autodigestion

La aplicacion de un esquema de purificacion a las preparaciones crudas hace que las
soluciones resulten enriquecidas en proteasas y en consecuencia se favorece la tendencia a la
autodigestion de las mismas. Para conocer el comportamiento en este sentido de la enzima en
estudio, se determind la actividad caseinolitica residual de muestras parcialmente purificadas.

El precipitado aceténico redisuelto en buffer Tris-HCI 50 mM de pH 8,0 se dividié en
alicuotas que fueron mantenidas a temperatura ambiente (20°C) durante 1, 3, 7 y 24 horas.
De cada alicuota se tomaron muestras para determinar actividad caseinolitica segin el

protocolo descripto en 3.4.1. y realizar el correspondiente anélisis electroforético como se

indica mas adelante (3.19.).
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3.16. Cromatografia de intercambio anidnico.

Con el objeto de resolver la mezcla de proteinas presente en el precipitado acetonico
se recurrid a la cromatografia de intercambio i10nico, técnica muy utilizada para la separacion
de macromoléculas bioldgicas por su alta capacidad, buena resolucién, bajo costo y por la
ventaja adicional de concentrar las soluciones proteicas.

Dado que la mayoria de las proteinas posee un pl menor o igual a 7, se optd por
comenzar practicando una cromatografia de intercambio aniénico a pH 8. El experimento se
llevé a cabo en una cdmara fria (4°C) empleando una columna (1,5 x 30 cm) de DEAE-
Sepharose Fast Flow equilibrada con buffer Tris-HCI 50 mM de pH 8,0. Luego de sembrar
la muestra proveniente de la precipitacion acetdnica -redisuelta también en buffer Tris-HCI
50 mM de pH 8,0- y después de lavar la columna con 60 ml de este buffer, las proteinas
retenidas fueron eluidas en una primera etapa con 200 ml de un gradiente lineal de cloruro de
sodio (0,0-1,0 M) en el buffer de partida. Para lograr una mejor resolucion la pendiente del
gradiente fue modificada sucesivamente hasta llegar a los valores de 0-0,25 M, que permiten

una adecuada separacion de las fracciones activas. La velocidad de corrida en todos los casos

fue de 8 cm3.h'1.

3.17. Diafiltracion de la fraccion no retenida por el intercambiador anidnico

La fracciéon no retenida por el intercambiador aniénico debid ser sometida a un
cambio de buffer, reemplazando al Tris-HCI 50 mM de pH 8,0 por fosfato de sodio 10 mM
de pH 7,5, antes de su siembra en la columna del intercambiador catiénico. Para tal fin se
utiliz6 un equipo Amicon 8050 provisto de una membrana YM 10, que permite el pasaje de
solutos de peso molecular inferior a 10 kD.

Una alicuota (10 ml) de la fraccion no retenida fue diluida hasta 50 ml con el nuevo
buffer y colocada en la celda de ultrafiltracion, la que se mantuvo dentro de un bano de
hielo. Por aplicacion de presion de nitrégeno se llevo la muestra nuevamente a 10 ml,
repitiendo la operacion dos veces mas, con lo que en la practica se logra el cambio casi total

del buffer inicial.
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3.18. Cromatografia de intercambio cationico.

En una primera etapa se intent6 purificar la fraccion no retenida por el intercambiador
aniénico haciéndola pasar a través de una columna de intercambio catidnico (CM-Sepharose
Fast Flow) equilibrada con el mismo buffer en el que se encontraba la muestra (Tris-HCI 50
mM de pH 8,0), pero la mayor parte de las proteinas no fueron retenidas, sugiriendo la
necesidad de un cambio en el pH y/o en la fuerza idnica.

Luego de probar distintas variantes, finalmente se opt6 por el buffer fosfato de sodio
10 mM de pH 7,5. La fraccion no retenida en el intercambiador aniénico se equilibré con el
nuevo buffer por diafiltracion (3.17.) y se sembro en una columna (1,5 x 30 cm) de CM-
Sepharose Fast Flow, equilibrada con el buffer elegido. Luego de lavar la columna con 60
ml del buffer de partida, se llevo a cabo la elucién con 200 ml de un gradiente lineal de
cloruro de sodio (0,0-1,0 M) en el mismo buffer. Para lograr una mejor resolucion la
pendiente del gradiente fue modificada sucesivamente hasta llegar a un gradiente 0,0-0,45
M. Las experiencias se llevaron a cabo en cidmara fria (4°C) y la velocidad de corrida en

todos los casos fue de 8 cm3.h'1.

3.19. Electroforesis en gradiente de poliacrilamida (Hames, 1981)

3.19.1. Preparacion de las muestras.

3.19.1.1. Hidrolizados de soja.

El material proveniente de la hidrélisis parcial de las proteinas contenidas en los
concentrados de soja fue sometido a un tratamiento previo de solubilizacion. Para ello se
mezclaron 0,3 ml de cada una de las muestras con 2,7 ml de un buffer extractante (Tris-HCI
0,1 M de pH 8, conteniendo urea 9 M y 1,1% de SDS) y se agitaron mediante agitador
magnético durante una hora a temperatura ambiente. Las suspensiones se centrifugaron
durante 5 minutos a 16.000 g, tomédndose luego 0,5 ml de cada sobrenadante que se

mezclaron con 0,5 ml de buffer de muestra y se llevaron a ebullicion durante 3 minutos. Las
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sembradas en un gel de poliacrilamida en gradiente (6,5-20%). La estimacién de los pesos

moleculares se realizé por comparacion con proteinas patrones de bajo peso molecular (MW-

SDS-70L kit, Sigma).

Proteina Peso molecular
aproximado (kD)

Albimina bovina
Albimina de huevo
Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (subunidad)
Anhidrasa carbonica
Tripsin6geno

Factor inhibidor de tripsina
a-lactoalbimina

3.19.1.2. Ensayos de autodigestion.

66,0
45,0

36,0
29,0
24,0
20, 1
14,2

Las muestras correspondientes a los ensayos de autodigestion fueron precipitadas con

3 volumenes acetona, redisueltas en buffer de muestra, llevadas a ebullicion durante 3

minutos, centrifugadas a 16.000 g durante 15 minutos y finalmente sembradas en un gel de

poliacrilamida en gradiente (8-20%). Los pesos moleculares de los productos de hidrolisis

fueron estimados por comparacién con los patrones proteicos antes mencionados.

La solucién buffer utilizada en la preparacion de las muestras provenientes de los

hidrolizados de soja y de los ensayos de autodigestion tiene la siguiente composicion:

Buffer de muestra

Glicerol

SDS

Mercaptoetanol

Azul de bromofenol

Buffer Tris-CIH 3M, pH 8,8 c.s.p.

10 ml
2g
Sml
2 mg

100 ml
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3.19.2. Preparacion de los geles.

Los geles se moldearon empleando el soporte provisto a tal efecto con el equipo Mini-
Protean Il (Bio-Rad). Los gradientes de poliacrilamida se obtuvieron mezclando cantidades
iguales de las mezclas polimerizantes con un formador de gradientes (modelo 385, Bio-Rad)
y una bomba peristiltica (modelo P-1, Pharmacia). En los geles resultantes (7 cm x 8 cm x
75 mm) la concentracién de poliacrilamida se incrementa en forma lineal desde la zona de
siembra hacia el fondo de la placa.

Las soluciones de poliacrilamida utilizadas para la obtencion de los geles en gradiente

se prepararon de acuerdo a las formulas que se indican a continuacion:

Solucién de poliacrilamida al 6,5%

Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8) 1,3 ml
Buffer Tris-CIH 3 M, pH 8,8 750 ul
TEMED S ul
Persulfato de sodio al 5% 25 ul
Agua c.s.p. 6 ml

Solucién de poliacrilamida al 8%

Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8) 1,6 ml
Buffer Tris-CIH 3 M, pH 8,8 750 ul
TEMED S ul
Persulfato de sodio al 5% 25 pl
Agua c.s.p. 6 ml

Solucién de poliacrilamida al 20%

Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8) 4 ml
Sacarosa 900 mg
Buffer Tris-CIH 3 M, pH 8,8 750 ul
TEMED Sul
Persulfato de sodio al 5% 12 pl
Agua c.s.p. 6 ml

Las cantidades indicadas son las necesarias para preparar dos placas.
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3.19.3. Aplicacién de las muestras

Las muestras se aplicaron bajo buffer con jeringa Hamilton (volimenes de siembra:

10-20 ul).

3.19.4. Condiciones de corrida

La electroforesis se desarroll6 en un equipo Mini-Protean II Dual Slab Cell (Bio Rad)

durante 60 minutos a corriente constante (40 mA), empleando el siguiente buffer de

reservorio:

Buffer de reservorio

Tris
Glicina
SDS

(pH 8.3)

3.19.5. Fijacién y coloracién

0,050 M
0,384 M
0.1 %

Una vez completada la corrida, los geles fueron sumergidos durante 12 horas en la

solucidon colorante, la que actia también como fijadora, y luego sometidos a sucesivos

lavados con solucidn decolorante hasta la obtencion de un fondo incoloro. A continuacion se

indica la composicion de las soluciones mencionadas:

Solucidn colorante

Acido acético glacial

Metanol

Coomassie brilliant blue R-250
Apgua destilada c.s.p.

(la solucion se filtra antes de usar)

10 ml
40 ml
100 mg
100 ml

59



Materiales y métodos

Solucién decolorante

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

3.20. Electroforesis discontinua (Laemmli, 1970)

3.20.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras correspondientes a las fracciones proteoliticamente activas obtenidas por
cromatografia de intercambio i6nico fueron precipitadas con tres volimenes de acetona a los
efectos de su concentracion. Los precipitados acetonicos fueron redisueltos en buffer de

muestra, llevados a ebullicion durante 3 minutos y centrifugados a 16.000 g.

3.20.2. Preparacion de los geles.

Los geles se moldearon dentro de placas de vidrio de 10 cm por 1S cm, separadas por
espaciadores de 1,2 mm de espesor y selladas en sus bordes laterales e inferior con una
solucion de agar al 2%. En un primer paso se prepara el gel de resolucion y luego de que
éste polimerice se hace lo propio con el gel de "stacking". La composicion de las soluciones

necesarias para la preparacion de ambos geles se describe a continuacién:

Solucién de poliacrilamida al 10%

Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8) S5 ml
Buffer Tris-CIH 3 M, pH 8,8 1,88 ml
SDS 10% 0,15ml
TEMED 7 ul
Persulfato de sodio al 1,5% 0,75 mli
Agua c.s.p. 1S ml
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Solucién de "stacking'

Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8)
Buffer Tris-CIH 0,5 M, pH 6,8
SDS 10%

TEMED

Persulfato de sodio al 1,5

Agua c.s.p.

3.20.3. Aplicacion de las muestras

1,16 ml
0,87 ml
0,07 ml
4 ul
0,35 ml
7 ml

Las muestras se aplicaron bajo buffer con jeringa Hamilton. Los volimenes de

siembra fueron de 12 ul para los patrones de peso molecular y de 25 ul en el caso de las

fracciones purificadas.

3.20.4. Condiciones de corrida

La electroforesis se desarrollé en un aparato tipo Studier (Hames, 1981), construido

en nuestro laboratorio. La corrida se llevdo a cabo durante 3 horas con una intensidad de

corriente constante de 20 mA mientras se produce el apilado ("stacking"), incrementdndose

hasta 30 mA durante la corrida. El buffer de reservorio utilizado fue el siguiente:

Buffer de reservorio
Tris
Glicina
SDS

(pH 8.3)

3.20.5. Fijacién y coloracion

0,050 M
0,384 M

0,1 %

Estas etapas se desarrollaron como fue indicado en 3.19.5
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3.20.6. Estimacion de los pesos moleculares

Para la determinacion de los pesos moleculares de las distintas especies proteicas por
electroforesis en geles de poliacrilamida se utilizd como estindar una mezcla de proteinas de

bajo peso molecular (LMW kit, Pharmacia).

Proteina Peso molecular
aproximado (kD)

Fosforilasa b 94,0
Albimina 67,0
Ovalbiimina 43,0
Anhidrasa carbOnica 30,0
Inhibidor de tripsina 20,1
a-lactalbamina 14,4

La determinacion de los pesos moleculares se realiz0 en base a una curva de
calibracion obtenida al graficar los logaritmos de los pesos moleculares de las proteinas
estandar en funcién de la movilidad relativa de cada especie proteica.

3.21. Isoelectroenfoque

Se realiz6 empleando el equipo Mini IEF Cell (Modelo 111, Bio Rad).

3.21.1. Preparacion de las muestras.
Las muestras purificadas por intercambio iénico se concentraron y desionizaron por

precipitacion con 3 volimenes de acetona, el sobrenadante se elimind por centrifugacion y el

precipitado fue redisuelto con agua bidestilada. Dicho tratamiento se repitio dos veces.
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3.21.2. Preparacion de los geles.

Para ello se empled la bandeja formadora de geles del mencionado equipo. En la
misma se pueden disponer hasta dos placas de vidrio soportando las correspondientes
peliculas plasticas sobre las que se deja polimerizar el gel de poliacrilamida, preparado con

una solucién de la siguiente composicion:
Solucién de poliacrilamida al 10%

Acrilamida-bisacrilamida (25%T, 3%C) 2,0ml

Glicerol (25% p/v) 2,0mli
Anfolitos (Pharmalyte 3-10) 0,5 ml
Agua 5,5ml

La solucion anterior se desgasificé a través de una bomba de vacio durante 15 minutos, y luego se le
adicionaron los siguientes reactivos para iniciar la polimerizacién:

TEMED 3 ul
persulfato de sodio al 10% p/v 60 ul

La mezcla fue depositada con pipeta entre el plato de vidrio y la bandeja formadora
de geles y el conjunto se mantuvo durante 12 horas a temperatura ambiente para obtener la

polimerizacion total.

Los geles se removieron de la bandeja con ayuda de una espatula delgada.

3.21.3. Aplicacion de las muestras

Las muestras se aplicaron con jeringa Hamilton (volimenes de siembra: 1-5 ul) y se

permitié que difundieran dentro del gel durante 5 minutos antes de iniciar la corrida.

3.21.4. Desarrollo del isoelectroenfoque

Los geles fueron depositados sobre los electrodos de grafito previamente humedecidos

de la celda de isoelectroenfoque, la que se cerré herméticamente y se conectd a la fuente de
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poder. El enfoque fue llevado a cabo en tres etapas, a voltaje constante: 100 V durante 15

minutos, 200 V durante 15 minutos y 450 V durante 60 minutos.

3.21.5. Fijacion

Una vez completada la corrida, los geles separados de la placa de vidrio

fueron sumergidos durante 30 minutos en la siguiente solucién fijadora

Solucién fijadora

Acido sulfosalicilico 4g
Metanol 30 ml
Acido tricloroacético 125g
Agua c.s.p. 100 ml

3.21.6. Coloracion

Finalizada la etapa anterior los geles fueron tratados durante dos horas con la solucion
colorante y luego decolorados por tres lavados sucesivos con solucion decolorante I, seguidos
de un dltimo lavado con solucidn decolorante Il hasta la obtencion de un fondo incoloro. La

composicidon de las mencionadas soluciones se indica a continuacion:

Solucién colorante

Acido acético glacial 10 ml
Etanol 27 ml
Coomassie Brilliant Blue R-250 40 mg
CuSOy4 500 mg
Agua c.s.p. 100 ml

(la solucién se filtra antes de usar)

Solucién decolorante 1

Acido acético glacial 7 mi
Etanol 12 ml
CuSOy4 500 mg
Aguac.s.p. 100 ml
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Solucién decolorante 11

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

3.21.7. Estimacion de los puntos isoeléctricos

Para la determinacion de los puntos isoeléctricos (pI) por isoelectroenfoque de las
distintas especies proteicas se utiliz0 como proteinas estindar una mezcla de proteinas de

amplio rango de pl (Broad pl kit, Pharmacia).

Proteina pl

Amiloglucosidasa 3,50
Inhibidor de Tripsina 4,55
B-lactoglobulina A 5,20

Anhidrasa carbénica B (bovina) 5,85
Anhidrasa carbénica B (humana) 6,55

Mioglobina (banda acida) 6,85
Mioglobina (banda basica) 7,35
Lentil lectina (4cida) 8,15
Lentil lectina (media) 8,45
Lentil lectina (basica) 8,65
Tripsindgeno 9,30

La determinacién de los valores de pl se realizd mediante una curva de calibracidn
obtenida al graficar los pl de las proteinas estindar en funcion de la distancia recorrida por la
especie proteica de interés, tomando como referencia la posicion del catodo.

3.22. Zimograma (Westergaar et al., 1980)
3.22.1 Preparacion de las placas agarosa-caseina
Las placas de agarosa se prepararon sobre una pelicula de GelBond

(Pharmacia) de un tamafio aproximadamente igual al del gel de poliacrilamida. Sobre el lado

hidrofilico del film se deposité una solucion de agarosa al 1% en Tris-HCl 0,05 M de pH
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8,0, (0,15 ml/cm2). Una vez polimerizada la agarosa, la placa fue sumergida en una
solucion de caseina al 1% en el mismo buffer durante 20 minutos; por dltimo fue enjuagada

con agua destilada y se dej6 escurrir durante 10 minutos.

3.22.2. Desarrollo del zimograma

El gel de poliacrilamida fue dispuesto sobre la placa de agarosa-caseina
evitando la formacién de burbujas entre las superficies en contacto. El conjunto fue colocado

dentro de una cimara himeda y llevado a estufa a 55°C durante 7 minutos.

3.22.3. Fijacién

Transcurrido el desarrollo del zimograma los geles fueron separados y la placa de
agarosa-caseina sumergida durante 60 minutos en la solucién fijadora cuya composicion se

indica a continuacion:

Solucién fijadora

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

3.22.4. Coloracion

Una vez fijadas las proteinas, la placa de agarosa-caseina fue deshidratada
entre papeles de filtro Whatman 3MM bajo una presion de 7,5 g/cm2 durante 20 minutos.
Luego fue secada con pistola de aire y sumergida durante 10-30 minutos en la siguiente

solucion colorante:
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Solucién colorante
Coomassie Brilliant Blue R-250 250 mg
Solucioén fijadora c.s.p. 100 ml

(1a solucién se filtra antes de usar)

3.22.5. Decoloracion

Se realiz6 por inmersién de la placa de agarosa-caseina en la solucion fijadora durante

10 minutos y se secé con pistola de aire.

Abreviaturas utilizadas en el texto

Ampso = 4cido 3-[(1,1-dimetil-2-hidroxietil)amino|-2-hidroxipropan-sulfénico
Caps = 4cido 3-(ciclohexilamino)- 1-propan-sulfénico

EDTA = 4cido etilendiamino-tetra-acético (sal sédica)

Mes = 4cido 2-(N-morfolino)-etan-sulfénico

Mops = 4cido 3-(N-morfolino)-propan-sulfénico

PMSF = fluoruro de fenilmetilsulfonilo

SDS = dodecilsulfato de sodio

Taps = 4cido N-tris-(hidroximetil)-metil-3-aminopropan-sulfénico

TEMED = N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina

Tris = tris-(hidroximetil)-aminometano
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4.1. Relacion entre el grado de madurez de los frutos, la producciéon de
latex y el contenido en proteasas de los mismos

Para establecer el periodo 6ptimo de recoleccion de los frutos se midieron los
siguientes parametros: peso promedio de los frutos en distintos estadios de maduracion,
rendimiento en latex y actividad proteolitica especifica. En este experimento se utilizaron
frutos provenientes de un Unico ejemplar de Maclura pomifera, recogidos durante el
periodo enero-abril de 1989.

Los resultados presentados en la fig. 4.1. muestran claramente que los frutos con
el maximo grado de madurez son los que presentan el mejor rendimiento en latex y que

éste posee, ademads, la mayor actividad especifica.

4.2. Distribucion del contenido de litex en frutos de Maclura pomifera

El rendimiento en latex de frutos obtenidos en su estado 6ptimo de maduracion no
resultd ser demasiado variable, como se desprende de los datos contenidos en la Tabla
4.1. y en particular de la fig. 4.2, donde puede apreciarse el grado de dispersion de los
valores con respecto a la media. Los valores oscilan entre 0,39 y 0,78, con una media de

0,51 ml de latex por 100 g de frutos.

Muestra  Fecha de Lugar de Numero de ml latex/
Ne° recoleccién recoleccién frutos 100 g frutos
1 14.03.89 Villa Elisa 4 0,72
2 15.03.89 Villa Elisa S 0.39
3 22.03.89 Villa Elisa 11 0.60
4 28.03.89 Villa Elisa 4 0,55
5 29.03.89 Villa Elisa 4 0,78
6 05.04.89 Pque. Pereyra Iraola 6 0,66
7 06.04.89 Pque. Pereyra Iraola 9 0.61
8 07.03.90 Villa Elisa 8 0,40
9 14.03.90 Villa Elisa 3 0,58
10 09.04.90 Villa Elisa 7 0,47
11 18.04.90 Villa Elisa S 0,46
12 12.04.91 Villa Elisa 4 0,39
13 12.04.92 Villa Elisa 4 0,41
14 17.04.93 Pque. Pereyra Iraola 24 0,42
15 20.04.94 Villa Elisa 4 0,53

Tabla 4.1. Material vegetal procesado durante el estudio de las proteasas de frutos de
Maclura pomifera.
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Figura 4.1. Relaci6n entre el grado de madurez de los frutos, el peso de los mismos, la
produccién de litex y el contenido en proteasas. Los estadios de maduracion
corresponden a semanas contadas a partir del inicio de la floracion (A: 15 semanas; B: 19
semanas; C: 22 semanas; D: 25 semanas; E: 30 semanas). Las barras representan la
desviacion estandar (n = 5).
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Figura 4.2. Distribucién del rendimiento en litex de frutos de Maclura pomifera. La
numeracién dada a las muestras corresponde al material incluido en la Tabla 4.1. La linea

que cruza el grafico indica el valor medio.
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4.3. Caracterizacion de las preparaciones crudas
4.3.1. Denominacion de las proteasas en estudio

Como ha ocurrido previamente con otros productos naturales de origen vegetal, la
imposicion de nombres vulgares a las fitoproteasas no ha podido sustraerse a un cierto
grado de anarquia, a pesar de algun intento aislado (Heinicke y Gortner, 1957) por
establecer pautas de nomenclatura para los mismos. Asi, los nombres triviales de algunas
enzimas proteoliticas estan basados en el nombre genérico de la especie ("ficina" de
Ficus), otros en el epiteto especifico ("pingiinina" de Bromelia pinguin L.) o en una
contraccion del mismo ("papaina” de Carica papaya L.) y algunos en el nombre de la
familia o del género tipo ("bromelina", obtenida de Ananas comosus L., familia
Bromeliaceae, género tipo Bromelia).

En el caso de las proteasas presentes en el latex de Maclura pomifera (Raf.)
Schneid. (Moraceae) y teniendo en cuenta la inexistencia de normas nomenclaturales al
respecto, se decidid mantener el nombre propuesto por Tauber (1949), ya que si bien se
trata de un estudio muy preliminar, la imposicion de un nuevo nombre trivial podria
generar innecesarios equivocos. Como sucede con las fitoproteasas mas conocidas
(papaina, ficina y bromelina), el nombre dado a la enzima en estudio ("pomitferina”) se

aplica tanto a las preparaciones crudas como a las purificadas.

4.3.2. Conservacion de las preparaciones crudas

El mantenimiento prolongado de las preparaciones crudas a bajas temperaturas
(-200C) produce una ligera pérdida de actividad caseinolitica (fig. 4.3.), efecto que se va
incrementando con el tiempo, reduciéndose a un 85% de la actividad inicial luego de
permanecer almacenada durante 6 meses en dichas condiciones.

Como ocurrié con otras proteasas vegetales estudiadas en nuestro laboratorio

(Priolo et al., 1991), la liofilizacidn resultd ser un procedimiento adecuado para conservar
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Figura 4.3. Efecto de la baja temperatura (-20°C) sobre la actividad
proteolitica de las preparaciones crudas. Los datos resultan de promediar dos elisayos
independientes (n = 5). Las barras representan la desviacién estandar de los promedios.
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preparaciones crudas de pomiferina, ya que la pérdida de la actividad enzimatica luego de

redisueltas es minima (2 + 0,4 %, luego de 6 meses de almacenamiento).

4.3.3. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica

Las determinaciones se llevaron a cabo empleando alternativamente un sustrato
soluble (caseina) y uno insoluble (azocoll). En el primer caso el rango de pH ensayado fue
6,0- 11,0 yenel segundo 4,0 - 11,0.

Los resultados obtenidos se muestran en la fig. 4.4. Cuando se utiliza caseina
como sustrato, el rango de mayor actividad proteolitica (actividad relativa superior al
90%) estd ubicado entre pH 9,3 y 10,3, ain cuando la actividad es significativamente
elevada (60% del valor maximo) entre pH 7,2 y 11,2 . A pH inferior a 6,5 la actividad no
supera el 40% del valor maximo, en tanto que hacia el extremo alcalino se observa un
brusco descenso a partir de pH 10,8.

En el caso de azocoll el perfil de pH es similar, aunque se encuentra desplazado
ligeramente hacia valores de pH menos basicos; aqui el rango de méaxima actividad
enzimatica (actividad relativa superior al 90%) se localiza entre pH 8,2 y 9,3. A pH 4,0
no se manifiesta actividad proteolitica.

El comportamiento de pomiferina a diferentes valores de pH resulta asi coincidente

con el de la mayoria de las proteinasas serinicas (Barrett, 1986), en las que la méaxima

actividad proteolitica se expresa a pH alcalino.
4.3.4. Efecto de la fuerza iénica sobre la actividad enzimatica

Para establecer en qué medida la fuerza idnica del medio afecta la actividad
proteolitica, se sometié a la enzima a concentraciones crecientes de NaCl. Como puede

verse en la fig. 4.5., la fuerza idnica no afecta la actividad enzimatica a concentraciones

iguales o menores a 0,15 M, en tanto que si es expuesta a concentraciones salinas mayores
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Figura 4.4. Efecto del pH sobre la actividad de las preparaciones crudas frente a caseina
y azocoll. Los valores consignados corresponden al pH de las mezclas de reaccion. Los
datos para cada sustrato resultan de promediar dos ensayos independientes (n = 5). Las
barras representan la desviacion estidndar de los promedios.
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Figura 4.5. Efecto de la fuerza idnica sobre la actividad proteolitica (azocoll) de las
preparaciones crudas. Los datos resultan de promediar dos ensayos independientes (n =
5). Las barras representan la desviacion estandar de los promedios.
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se observa un brusco descenso de la misma. Estos resultados se corresponden con el

comportamiento de la mayoria de las enzimas solubles (Scopes, 1984).

4.3.5. Estabilidad de las preparaciones crudas

Con el doble propdsito de efectuar un aporte adicional a la caracterizacién de las
preparaciones crudas y de proporcionar informacién que resultaria necesaria en el caso de
su utilizacion en procesos industriales, se ensayo la estabilidad de las preparaciones crudas

de pomiferina frente al pH y a la temperatura.

4.3.5.1. Estabilidad al pH

Luego de mantener las preparaciones de pomiferina durante un tiempo maximo de
120 minutos a 379C a los valores de pH 8,0, 8,9 y 10,4, no se detectaron variaciones
significativas en la actividad proteolitica (fig. 4.6.). Esta caracteristica resulta sumamente
ventajosa a los efectos de la aplicacion de la proteasa, ya que permite utilizar la enzima en
el rango de pH correspondiente a su mayor actividad al menos durante dos horas sin que

se manifieste pérdida apreciable de su actividad biolégica.

4.3.5.2. Estabilidad térmica

En el grifico presentado en la fig. 4.7. pueden observarse las variaciones que
experimenta la actividad caseinolitica a lo largo del tiempo con respecto al valor inicial
para cada una de las temperaturas a las que se realizé el ensayo. La actividad caseinolitica
practicamente no sufre cambios luego de mantener la enzima durante dos horas a 370C o
a 450C y es adn aceptablemente elevada (88% del valor inicial) luego de incubar la
enzima a 550C durante el mismo periodo. A 609C la actividad residual decrece

ligeramente con el tiempo, reteniendo el 65% de la misma al cabo de dos horas de
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Figura 4.6. Estabilidad de pomiferina a valores de pH pertenecientes al rango de mayor
actividad. Luego de cada incubacion se determiné la actividad residual sobre azocoll de la
manera indicada en el punto 3.4.3. Los datos resultan de promediar dos ensayos
independientes (n = 5). Las barras representan la desviacion estandar de los promedios.
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Figura 4.7. Efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la actividad de la

preparacion  cruda.

Finalizado cada perfodo de incubacion se midi6 la actividad

caseinolitica residual a cada una de las temperaturas ensayadas a pH 8,0 durante dos
minutos. Los datos resultan de promediar dos ensayos independientes (n = 5). Las barras
representan la desviacion estidndar de los promedios.
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incubacién. A 709C la inactivacién parcial de la enzima se traduce en una brusca
disminuciéon de la actividad residual (25% a los 20 minutos y 75% a las 2 horas de
incubacidn). La inactivacion total de pomiferina se logra manteniéndola a 80°C durante 5

minutos.

4.3.6. Efecto de activadores e inhibidores

Este ensayo fue planteado con el fin de conocer el grupo mecanistico al que
pertenece pomiferina. La tabla 4.2. muestra que la adicion de EDTA (inhibidor de
metaloproteinasas), cisteina (activador de proteasas cisteinicas), cloruro de calcio
(activador de calpainas y de algunas proteinasas serinicas), cloruro mercurico e
iodoacetato (inhibidores de proteasas cisteinicas) no modifican la actividad caseinolitica de
las preparaciones crudas, pero en cambio el PMSF produce una inhibicibn que no es
revertida por el agregado.de cisteina. Estos resultados permiten concluir que las proteasas
presentes en el latex de Maclura pomifera pertenecen al grupo de proteinasas serinicas que
no requieren calcio como activador o estabilizador, confirmando la presunciéon de Tauber

(1949) de que pomiferina no era una proteasa cisteinica.

Agente quimico Concentracion Actividad
relativa

Ninguno 100 + 4
Aprotinina 10 mM 97 + 3
30 mM 95 + 3

Cisteina S mM 99 + 1
10 mM 99 + 4

Cloruro de calcio 0,1 mM 99 + 3
1 mM 97 +3

Cloruro mercirico 0,1 mM 100 + 2
I mM 98 + 3

EDTA I mM 100 + 2
S mM 102 + 3

lodoacetato de sodio 0, mM 100 + 1
1 mM 97 + 3

PMSF I mM 3+2
10 mM 4 +2

PMSF (+Cys 12 mM) I mM 4 +1

Tabla 4.2. Efecto de distintos activadores ¢ inhibidores de proteasas. Los datos resultan de
promediar dos ensayos independientes (n = 5). Se indica la desviacion estandar de los promedios.
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4.3.7. Expresion de la actividad proteolitica de las preparaciones crudas frente a

distintos sustratos

Teniendo en cuenta la posible aplicacion de las proteasas en procesos industriales y
atendiendo a que en esos casos se recurre preferentemente al empleo de preparaciones
poco purificadas, se consider6 de utilidad aportar informacion de la actividad sobre
distintos sustratos de las preparaciones crudas de las proteasas en estudio, a efectos de que

pueda compararse su accion frente a preparaciones comerciales.

Sustrato Actividad

Caseina 2,9  Ugag/ml
Azocaseina 5,8 Ugzzocag/ml
Azocolageno 10,5 Uzzocot/ml
Hemoglobina 12,5 U. Anson/ml

Pese a su buen valor nutricional y a su abundante disponibilidad, las proteinas
presentes en concentrados de soja tienen deficitarias propiedades funcionales, lo que ha
limitado su empleo con fines alimentarios; para mejorar estas tltimas las preparaciones de
soja han sido sometidas a protedlisis limitada con proteasas de diverso origen (Kim er al.,
1990). En conocimiento de ello se decidi6 ensayar el comportamiento de pomiferina
frente a las proteinas contenidas en concentrados de soja obtenidos en nuestro laboratorio,
para lo cual se llevé a cabo un experimento en el que se determiné el grado de hidrolisis
alcanzado y se analizaron los productos generados a lo largo del tiempo, en comparacion
con la protedlisis obtenida con alcalasa en la misma relacion enzima/sustrato.

En la fig. 4.8. se representa el grado de hidrolisis logrado al hacer actuar
pomiferina a tres valores de pH (8, 9 y 10) dentro del rango de mayor actividad. A pH 38
los valores son significativamente menores, mientras que las curvas obtenidas a pH 9y 10
son practicamente coincidentes y el grado de hidrolisis obtenido a las tres horas
corresponde a un 73% del producido por alcalasa en condiciones de pH optimo.

Los productos de hidrdlisis generados a lo largo del tiempo se analizaron por

electroforesis en gradiente de poliacrilamida (6,5-20%), cuyos resultados se consignan en
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Figura 4.8. Grado de hidrolisis de concentrados de soja sometidos a la accidn de
pomiferina a diferentes valores de pH y de alcalasa a su pH 6ptimo.
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la fig. 4.9. Ya a los dos minutos de hidrolisis la fitoproteasa ensayada produce una
degradacion parcial de los principales polipéptidos («', o, 8, A y B). En el mismo lapso
alcalasa muestra un comportamiento que concuerda con el observado para las proteinas de
aislados de soja (Kim et al., 1990), provocando la hidrdlisis practicamente completa de
todas las fracciones mencionadas y generando un polipéptido de ca. 24 kD, que también
es producido por la accidn de pomiferina, aunque en menor proporcion.

Al cabo de una hora de hidrdlisis pomiferina degrada totalmente la fraccién o',
quedando una muy baja proporcién de las restantes fracciones. Como consecuencia del
tratamiento enzimdtico mdas prolongado, tanto pomiferina como alcalasa producen un

incremento de la fraccidn de ca. 24 kD antes mencionada y en el caso de alcalasa se hace

muy notoria una fraccion de ca. 18 kD, apenas insinuada al comienzo de la hidrolisis.

4.3.8. Ensayo de la actividad esterolitica con sustratos sintéticos

A fin de evaluar el comportamiento de las preparaciones crudas frente a
sustratos que contienen una unién éster escindible se determinaron las velocidades de
hidrolisis enzimdtica utilizando los N-carbobenzoxi-p-nitrofenilésteres de los siguientes
aminodcidos: L-alanina, L-asparagina, L-fenilalanina, glicina, L-leucina, L-lisina, L-
tirosina, L-triptofano y L-valina, asi como el N-carbobenzoxi-3-bencil-L-4acido aspartico-
p-nitrofeniléster y el N-carbobenzoxi-S-bencil-L-cisteina-p-nitrofeniléster. Dado que estos
sustratos se hidrolizan espontineamente en las condiciones de ensayo, se realizaron
experiencias paralelas sin el agregado de enzima (hidrélisis no enzimatica), que fueron
descontados de los valores obtenidos en presencia de la enzima.

La curva de calibracion para el 4-nitrofenolato fue realizada a 300C y 405 nm,
mostrando una relacion lineal entre la absorbancia y la concentracién en el rango de
interés para este trabajo, con un coeficiente de extincion molar del 4-nitrofenolato de

15,13 x 103 M-1.cm-1. En funcién de este dato se calcularon las U para cada uno de

cbz
los sustratos empleados.

Los resultados de cada hidrélisis estin informados en la tabla 4.3. La maxima

actividad se obtiene cuando la enzima actida sobre el derivado de alanina, seguido por el
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Figura 4.9. Electroforesis en gradiente de poliacrilamida (6,5-20%) en presencia de SDS
de concentrados de soja sometidos a la accién de pomiferina (a) y alcalasa (b). Carriles:
1) tiempo cero de hidr6lisis, dilufdo; 2) tiempo cero de hidr6lisis; 3) 2 min de hidr6lisis;
4) 5 min de hidrélisis; 5) marcadores de bajo PM: albimina bovina (66 kD), albimina de
huevo (45 kD), gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (36 kD), anhidrasa carbdnica (29 kD),
tripsin6geno (24 kD), inhibidor de tripsina de soja (20,1 kD) y a-lactalbimina bovina
(14,2 kD); 6) 30 min de hidrélisis; 7) 60 min de hidrélisis y 8) 90 min de hidro6lisis.
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de glicina y el de leucina (las respectivas curvas de progreso de reaccion se muestran en
las figuras 4.10. a 4.12.). Si bien no se determinaron los parimetros Km y Vmax para
cada sustrato dado el elevado valor de los blancos, los datos obtenidos permiten inferir
una preferencia de la enzima por uniones peptidicas en las que el aminodcido que aporta el

grupo carboxilo sea de naturaleza no polar y/o de pequefio tamaro.

Amino4cido Actividad Actividad especifica % Actividad
Uchz Uchz/mg relativa

Ala 232,15 + 2,90 2,79 + 0,035 100
Gly 170,93 + 1,08 2,05 + 0,013 74
Leu 106,09 + 0,70 1,27 + 0,009 46
Phe 31,38 + 0,40 0,38 + 0,005 14
Val 29,17 + 0,43 0,35 + 0,005 13
Trp 4,64 + 0,25 0,06 + 0,003 2
Cys 2,79 + 0,21 0,03 + 0,002 1
Tyr 1,26 + 0,20 0,02 + 0,002 I
Lys no detectable

Asn no detectable

Asp no detectable

Tabla 4.3. Actividad esterolitica de la preparacién cruda.

4.4. Purificacion

4.4.1. Fraccionamiento acetonico

Las preparaciones crudas contienen pigmentos e hidratos de carbono solubles que
es necesario eliminar para evitar la inactivacion de las proteasas y para disminuir la
viscosidad de las soluciones a cromatografiar, respectivamente. Para ello se realizd una
precipitacion acetonica fraccionada siguiendo el esquema indicado en 3.14., cuyos
resultados se consignan en la fig. 4.13. El procedimiento permite, ademas, separar una
reducida proporcion de proteinas inactivas.

Con la adiciéon de un volumen de acetona se consigue eliminar los pigmentos y la
casi totalidad (95%) de los glicidos, reteniendo el 85% de las proteinas y el 88% de la

actividad. El agregado de un segundo volumen de acetona produce un precipitado rico en
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Figura 4.10. Curva de progreso de reacciéon sobre N-carbobenzoxi-L-alanina-p-
nitrofeniléster. a: hidrélisis no enzimdatica; b: hidrélisis enzimatica (preparacion cruda).
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Figura 4.11. Curva de progreso de reaccion sobre N-carbobenzoxi-glicina-p-

nitrofeniléster. a: hidr6lisis no enzimética; b: hidrolisis enziméatica (preparaciéon cruda).
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Figura 4.12. Curva de progreso de reaccion sobre N-carbobenzoxi-L-leucina-p-
nitrofeniléster. a: hidr6lisis no enzimética; b: hidrolisis enzimética (preparacion cruda).
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35 B Glucidos (mg/ml)  []Proteinas (mg/mi)
P2 Actividad (Ucas/ml) (JA.E. (Ucas/mg) x 10"

T _ -

Prep. cruda Solucion 1 Solucion 2 Solucién 3
Glucidos (mg/mil) 1,003 0,053 0,025 0,018
Proteinas (mg/ml) 0,998 0,848 0,07 0,062
Actividad (Ucas/ml) 2,861 2,523 0,256 0,047
A.E. (Ucas/mg) x 10™' 0,287 0,297 0,366 0,076

Figura 4.13. Precipitacion aceténica fraccionada de las preparaciones crudas. Los
resultados corresponden a la aplicacion del esquema de purificacion indicado en 3.14.
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proteina activa, a pesar de su bajo contenido en proteinas totales (7%); un tercer volumen
de acetona permite recuperar una cantidad equivalente de proteina, pero con actividad
proteolitica despreciable. En base a estos datos se resolvid precipitar las preparaciones
crudas directamente con dos volimenes de acetona, con lo que se obtiene un precipitado
blanquecino que contiene solamente el 8% de los hidratos de carbono originales,
conservando el 92% de las proteinas presentes en la preparacion cruda y reteniendo el

97% de la actividad inicial.

4.4.2. Ensayos de autodigestion del precipitado acetdnico

Teniendo en cuenta que las proteasas incrementan su tendencia a autodigerirse a
medida que la solucién se enriquece en proteina activa, se determiné la actividad
caseinolitica residual de muestras de pomiferina parcialmente purificada por precipitacion
acetonica mantenidas a temperatura ambiente (200C) durante 24 horas. En la fig. 4.14. se
consignan los resultados de esta experiencia: al cabo de tres horas de reaccion se advierte
una disminucién de la actividad caseinolitica residual de alrededor del 10%, llegandose a
una actividad residual del 75% después de 24 horas en las condiciones indicadas.

Con el propdsito de correlacionar la pérdida de actividad caseinolitica con la
modificacion de la composicion proteica de la muestra se realizd un analisis
electroforético utilizando un gel en gradiente de poliacrilamida (8-20%) en presencia de
SDS (fig. 4.15.).

A tiempo cero se observan tres fracciones (Py, Py y P3), cuyos pesos moleculares
son del orden de los determinados para las proteasas purificadas. En la region
correspondiente a pesos moleculares mds bajos se destacan seis fracciones principales (A,
B, C, D, E y F) de pesos moleculares entre 29 y 16 kD. A las de tres horas de incubacion
se nota una disminuciéon de P y un aumento de P5, al tiempo que se reducen
sensiblemente las fracciones E y F, apareciendo una nueva banda (G) de peso molecular
14,5 kD. A las 24 horas los polipéptidos proteoliticamente activos practicamente quedan
reducidos a la fraccion P5, en tanto que aparecen nuevas bandas de pesos moleculares

intermedios entre los de P53 y A. El resto de las fracciones, A, B, y C no parecen sufrir
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Figura 4.14. Efecto de la autodigestion de precipitados aceténicos sobre la actividad
caseinolitica
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Figura 4.15. Electroforesis en gradiente de poliacrilamida (8-20%) en presencia de SDS de
precipitados aceténicos sometidos a autodigestion. Carril 1: marcadores de bajo PM: albimina
bovina (66 kD), albimina de huevo (45 kD), gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (36 kD),
anhidrasa carb6nica (29 kD), tripsinégeno (24 kD), inhibidor de tripsina de soja (20,1 kD) y a-
lactalbimina bovina (14,2 kD); carril 2: precipitado aceténico luego de 24 horas de incubacion a

200C; carril 3: precipitado acet6nico luego de tres horas de incubacion a 200C; carril 4:
precipitado aceténico sin incubar
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modificaciones con respecto al resultado obtenido a las tres horas, mientras que F y G
incrementan ligeramente su concentracion.

Dadas las condiciones en las que fue llevada a cabo la electroforesis, que impiden
la recuperacion de la actividad enzimdtica, no fue posible realizar el correspondiente
zimograma para comprobar si las fracciones que aparecen como consecuencia de la
autodigestion siguen siendo activas, como parecen indicar los elevados resultados de

actividad residual que muestra la fig. 4.14.

4.4.3. Cromatografia de intercambio anidnico

El precipitado aceténico, desprovisto de la casi totalidad de los carbohidratos
solubles presentes en las preparaciones crudas, fue purificado en una primera etapa por
cromatografia de intercambio aniénico. Sc utilizo para tal fin una columna rellena con
DEAE-Sepharose Fast Flow equilibrada con buffer Tris-HCI 50 mM de pH 8,0.

En la fig. 4.16. se muestran los cromatogramas obtenidos al aplicar distintas
condiciones de elucion (NaCl 0,0-1,0 M, 0,0-0,5 M y 0,0-0,25 M), donde puede
apreciarse que los mejores resultados se obtuvieron aplicando un gradiente de NaCl 0,0-
0,25 M disuelto en el buffer de partida. Con el lavado inicial eluyd una importante
fraccién proteica no homogénea que resultd ser activa. La aplicacion del gradiente elegido
permitié separar dos fracciones proteoliticamente activas (I y II), de pl inferior a 8, que
eluyen de la columna cuando la concentracion de cloruro de sodio alcanza valores de 0,08

My 0,18 M, respectivamente.
4.4.4. Cromatografia de intercambio catidonico

La aplicacion directa de la fraccion activa no retenida en la cromatografia de
intercambio aniénico a una columna de intercambio catiénico (CM-Sepharose Fast Flow

equilibrada con buffer Tris-HCI 50 mM de pH 8,0) no dio resultado, dado que la mayor

parte de aquélla eluyoé en la etapa inicial de lavado, sin que se lograra una buena
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Figura 4.16. Cromatografias sobre DEAE-Sepharose Fast Flow del precipitado aceténico
redisuelto: a) gradiente de cloruro de sodio 0,0 - 1,0 M; b) gradiente de cloruro de sodio
0,0 - 0,5 M; ¢) gradiente de cloruro de sodio 0,0 - 0,25 M. Buffer de partida: Tris-HCI
50 mM (pH 8,0); volumen de siembra: 20 ml; velocidad de flujo: 8 cm3.h-l; se
recogieron fracciones de 1,8 cm3. Fraccion I: tubos 64-70; Fraccion 1I: tubos 103-109.
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resolucién (fig. 4.17.a). En consecuencia resultd necesario modificar las caracteristicas
del buffer para que las proteinas fueran totalmente retenidas por el intercambiador
catiénico, lo que se logré al reducir la fuerza idnica y disminuir ligeramente el pH (buffer
fosfatos 10 mM de pH 7,5). Por otra parte, el cambio de la especie bufferante permitié
evitar los disturbios locales de pH que se producen cuando la misma posee igual carga que
el intercambiador.

Una vez equilibrada la muestra con el nuevo buffer a través del proceso de
diafiltracién, como se indic6 en 3.17., la misma fue sembrada en la columna conteniendo
el intercambiador catidnico, ensaydndose distintos gradientes de elucion (fig. 4.17. b, c).
La mejor resolucién se obtuvo al aplicar un gradiente de NaCl 0,0 - 0,45 M disuelto en el
buffer de partida, que permitié eluir una fraccion proteolitica principal (III) cuando el
mismo alcanz6é una concentracién 0,15 M y una ualtima fraccién activa (IV) cuando se

lleg6 a una concentracion 0,23 M.

4.4.5. Seguimiento de la purificacion

Los resultados del esquema de purificacion aplicado se muestran en la Tabla 4.4.

Etapa  Actividad Protefnas  Act.especffica  Purificacion  Rendimiento

(Ucas) (mg) (Ucas.mg‘]) (veces) (%)
P.C. 56,70 19,80 2,86 1.0 100,0
P.A. 55,03 18,22 3,02 11 97.0
I 2,60 0,48 5,43 1,9 4,6
I 2,73 0,43 6,36 2,2 4.8
11 10,10 1,07 9,44 3.3 17,8
v 7,50 0,71 10,58 3,7 13,2

Tabla 4.4. Purificacién de las proteasas presentes en el latex de frutos de Maclura
pomifera. P.C.: preparacién cruda; P.A.: precipitado aceténico redisuelto; 1 y II:
fracciones separadas por cromatografia de intercambio aniénico; Il y 1V: fracciones
separadas por cromatografla de intercambio catiénico.
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Figura 4.17. Cromatografias sobre CM-Sepharose Fast Flow de la fraccion no retenida
en DEAE-Sepharose Fast Flow (tubos 10 al 21): a) buffer de partida: Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), gradiente de cloruro de sodio 0,0 - 1,0 M; b) buffer de partida: fosfato de sodio
10 mM (pH 7,5), gradiente de cloruro de sodio 0,0 - 1,0 M; ¢) buffer de partida: fosfato
de sodio 10 mM (pH 7,5), gradiente de cloruro de sodio 0,0 - 0,45 M; volumen de
siembra: 20 ml; velocidad de flujo: 8 cm3.h-|; se recogieron fracciones de 1,8 em3.
Fraccion 11 tubos 64-71; Fraccién IV: tubos 103-109.
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Resultados y discusién

La precipitacién aceténica fraccionada -primera etapa de la purificacion- elimina
componentes no proteicos (esencialmente carbohidratos y pigmentos) y en menor medida
proteinas (8 %), en su mayoria inactivas, ya que el rendimiento de esta etapa implica tan
s6lo una disminucién del 3% de la actividad inicial.

La aplicaciéon de las dos etapas cromatograficas subsiguientes permite obtener
cuatro fracciones activas que, en conjunto, retienen el 42,6% de la actividad contenida en
el precipitado aceténico. Aunque el porcentaje de la actividad recuperada podria hacer
suponer una baja eficiencia de estas etapas de purificacion, debe tenerse en cuenta que los
valores consignados para cada fraccion resultan de la reunion del material que
corresponde solamente a la zona central de cada uno de los "picos” del respectivo
cromatograma, con lo que se sacrifica buena parte de la proteina activa para evitar la
contaminacién con otras especies proteicas. En estas condiciones se ha logrado separar
dos fracciones minoritarias (I y II) de bajo pl (a pH 8 quedan retenidas por el
intercambiador anidnico) y dos fracciones principales (III y IV) que representan el 77% de
la actividad recuperada y que poseen las mayores actividades especificas.

El bajo grado de purificaciéon alcanzado (3,7 veces la fraccion [V) obedece tanto a
la naturaleza del material de partida (latex, en lugar de un extracto de tejidos vegetales, lo
que implica que su contenido proteico estd representado mayoritariamente por proteasas),

como a la especie vegetal de la que se trata, seleccionada precisamente por su elevado

contenido en enzimas proteoliticas.

4.4.6. Pesos moleculares de las fracciones purificadas

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio
(fig. 4.18.) revela que los pesos moleculares de las cuatro fracciones proteoliticas
purificadas son bastante cercanos entre si (fraccién I: 71,2 kD; fraccién II: 62,7 kD;
fraccion I11: 69,7 kD; fraccién 1V: 69,9 kD) y del mismo orden que los encontrados en
otras proteinasas serinicas (Curotto et al., 1989; Kaneda y Tominaga, 1975; Kaneda y

Tominaga, 1977; Lynn y Clevette-Radford, 1988).
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4.4.7. Puntos isoeléctricos de las fracciones purificadas

Las fracciones purificadas fueron analizadas por isoelectroenfoque en gel de
poliacrilamida, utilizando un gradiente de pl 3-10 (fig. 4.19.). En concordancia con la
informacién provista por la cromatografia de intercambio idnico, las fracciones retenidas
por el intercambiador anidnico poseen puntos isoeléctricos inferiores al pH del buffer de
elucién (fraccién I: pl= 6,2; fraccion II: pI= 4,3), en tanto que las fracciones no
retenidas a pH 8 (luego resueltas por intercambio catidnico) presentan puntos isoeléctricos
mas elevados (fraccién III: pl= 8,9; fraccién IV: pl= 9 4).

La mayoria de las proteasas de latex poseen valores de puntos isoeléctricos
superiores a 8 (Boller, 1986), aiin cuando la presencia de proteasas con un variado rango
de pl que provienen del mismo material no es un hecho aislado (Barragan er al., 1985;
Tablero et al., 1991).

4.5. Caracterizacion parcial de la fraccion III

Por tratarse de la fraccién purificada de mayor rendimiento, la fraccion Il fue

sometida a una serie de ensayos tendientes a correlacionar su comportamiento con el de la

preparacién cruda.

4.5.1. Efecto de pH sobre la actividad proteolitica

Se ensayé la actividad proteolitica en el intervalo de pH 6,2 - 11,6, utilizando
caseina como sustrato. Los resultados obtenidos se muestran en la fig. 4.20. El rango de
mayor actividad proteolitica (actividad relativa superior al 90 %) esta ubicado entre pH 9,0
y 10,6, ain cuando la actividad es significativamente elevada (60% del valor maximo)
entre pH 7,0 y 11,2 y al menor valor ensayado (pH 6,2) ain retiene el 50% de actividad.
Por encima de pH 10,4 se produce un brusco descenso de la actividad, que reduce la

misma aun 40% a pH 11,5.
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Figura 4.18. Electroforesis en gel de poliacrilamida (Laemmli, 1970) de las enzimas
purificadas. Carril 1) fraccién II; carril 2) fraccién I; carril 3) patrones de bajo peso
molecular: «a-lactalbimina (14,4 kD), inhibidor de tripsina (20,1 kD), anhidrasa
carbonica (30 kD), ovalbiimina (43 kD), albimina (67 kD) y fosforilasa b (94 kD); carril
4) fraccién III; carril 5) fraccién IV.
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Figura 4.19. Isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida de las enzimas purificadas. Carril
1) patrones de punto isoeléctrico: amiloglucosidasa (pl 3,50), inhibidor de tripsina (pl
4,55), B-lactoglobulina A (p! 5,20), anhidrasa carb6nica B, bovina (pl 5,85), anhidrasa
carb6nica B, humana (pl 6,55), mioglobina, banda 4cida (p! 6,85), mioglobina, banda
basica (pl 7,35), lentil lectina, 4cida (pl 8,15), lentil lectina, media (pl 8,45) lentil
lectina, basica (pl 8,65), tripsinégeno (pl 9,30); carril 2) fraccion II; carril 3) fraccion I;
carril 4) patrones de punto isoeléctrico; carril 5) fraccion I11; carril 6) fraccién V.
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A efectos comparativos se han incluido en la fig. 4.20 los datos correspondientes a
la preparacién cruda. Como puede apreciarse, ambos perfiles resultan pricticamente

coincidentes.

4.5.2. Estabilidad térmica

La fig. 4.21. muestra las variaciones que sufre la actividad caseinolitica a lo largo
del tiempo con respecto al valor inicial para cada una de las temperaturas ensayadas.
Luego de mantener la enzima durante dos horas a 370C o a 459C la actividad disminuye
sOlo ligeramente. A 60°C la actividad residual se ve afectada notoriamente, disminuyendo
en un 42% a la hora de incubacién y en un 80% a las dos horas. A 700C la inactivacién
parcial de la enzima se traduce en una muy marcada disminucion de la actividad residual
(32% a los 20 minutos y 95% a las 2 horas de incubacién). La inactivacion total de la
fraccién Il de pomiferina se logra manteniéndola a 800C durante 5 minutos.

Comparando estos resultados con los obtenidos para la preparacion cruda (fig.
4.7.) es de destacar la mayor sensibilidad al tratamiento térmico que muestra la fraccion
purificada, lo que era de esperar como consecuencia de la eliminacién de carbohidratos

solubles que se produce durante el proceso de purificacion de la enzima.

4.5.3. Efecto de activadores e inhibidores

Al igual que en el caso de las preparaciones crudas (Tabla 4.2.) la adicion de
EDTA, cisteina, cloruro de calcio, cloruro mercirico e iodoacetato no modifican la
actividad caseinolitica de la fraccion Ill, en tanto que el PMSF produce una inhibicion
irreversible de la misma, confirmando que se trata de una proteinasa serinica que no es

activada por la presencia de iones calcio.
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Figura 4.20. Efecto del pH sobre la actividad de la fraccion [y de la preparacion cruda
frente a casefna. Los valores consignados corresponden al pH de las mezclas de reaccion.
Los datos para cada sustrato resultan de promediar dos ensayos independientes (n = 5).
Las barras representan la desviacién estandar de los promedios.
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Figura 4.21. Efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la actividad de la fraccion
III. Finalizado cada perfodo de incubacién se midi6 la actividad caseinolftica residual a
cada una de las temperaturas ensayadas a pH 8,0 durante dos minutos. Los datos resultan
de promediar dos ensayos independientes (n = 5). Las barras representan la desviacion
estandar de los promedios.
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4.5.4. Ensayo de la actividad esterolitica con sustratos sintéticos

Con el objeto de conocer el comportamiento de la fraccién principal frente
a los sustratos sintéticos ensayados con la preparacion cruda (4.3.8.), se determinaron las
velocidades de hidr6lisis enzimética y no enzimitica y en funcion de las mismas se
calcularon las Uy, para cada uno de los sustratos empleados.

La tabla 4.5. contiene los valores de la actividad especifica de la fraccién III sobre
los N-carbobenzoxi-p-nitrofeniléster derivados de aminoacidos: la actividad relativa
mostré el mismo orden de prioridad que el obtenido con la preparacion cruda, debiendo
sin embargo destacarse que la preparacidon purificada muestra una mayor preferencia por

el derivado de alanina que la fraccion cruda. Las respectivas curvas de progreso de

reaccion se muestran en las figuras 4.22 a 4.24.

Amino4cido Actividad Actividad especifica % Actividad
Ucbz Ucpz/mg relativa

Ala 64,85 + 0,56 13,80 + 0,12 100
Gly 20,16 + 0,23 4,31 + 0,05 31
Leu 12,35 + 0,12 2,62 + 0,03 19
Phe 3,68 + 0,09 0,81 + 0,02 6
Val 2,18 + 0,30 0,50 + 0,06 3
Trp no detectable

Cys no detectable

Tyr no detectable

Lys no detectable

Asn no detectable

Asp no detectable

Tabla 4.5. Actividad esterolitica de la fraccion [11.

4.5.5. Zimograma de la fraccion III

En la fig. 4.25. pueden observarse el isoelectroforetograma y el respectivo

zimograma de la fraccién III, que confirma la presencia de actividad proteolitica en la

misma.
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Figura 4.22. Curva de progreso de reaccién sobre N-carbobenzoxi-L-alanina-p-
nitrofeniléster. a: hidrélisis no enzimética; b: hidr6lisis enzimdtica (fraccion III).
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Figura 4.24. Curva de progreso de reaccién sobre N-carbobenzoxi-L-leucina-p-
nitrofeniléster. a: hidr6lisis no enzimitica; b: hidrélisis enzimdtica (fraccion I1I).
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Figura 4.25. Zimograma obtenido a partir del isoelectroenfoque de la fraccion I a)
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fraccién 111,
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Conclusiones

En el presente trabajo se han estudiado las proteasas contenidas en frutos maduros
de Maclura pomifera (Raf.) Schneid. (Moraceae). El litex que producen los frutos de esta
especie posee una importante actividad proteolitica, hecho que ya habia sido descripto por
Tauber (1949) en un estudio preliminar, quien propuso utilizar el nombre "pomiferina”
para designar a las proteasas responsables de dicho comportamiento.

Existe una relacion directa entre el grado de madurez de los frutos, la produccién
de latex y la actividad proteolitica especifica del mismo, a diferencia de los resultados
consignados en la bibliografia para Carica papaya (Skelton, 1969) y Pileus mexicanus
(Soriano et al., 1975), donde el flujo de latex se reduce con la maduracién y la actividad
especifica es independiente de ésta. En cuanto al rendimiento en latex de frutos maduros,
los datos obtenidos exhiben la variabilidad esperable de muestras biologicas que se
encuentran en un estado fisiolégico equivalente, con valores que oscilan entre entre 0,39 y
0,78 ml de latex por 100 g de frutos, con una media de 0,51 ml de latex por 100 g de
frutos.

Siendo el criterio usual en la produccién de enzimas de aplicacion industrial el de
contar con preparaciones del minimo nivel de pureza compatible con las exigencias del
proceso (Illanes, 1994), se juzg6 oportuno determinar las condiciones de conservacion y
proceder a caracterizar las preparaciones crudas de pomiferina, para lo cual se ensayo su
accion frente a sustratos naturales y sintéticos y se analiz6 su comportamiento en
diferentes condiciones de pH, fuerza idnica y temperatura, asi. como el efecto que ejercen
una serie de activadores e inhibidores sobre la actividad proteolitica.

Las preparaciones crudas pueden conservarse congeladas a -209C durante periodos
no demasiado prolongados, ya que se produce una disminucién semanal de la actividad
del orden del 0,6%. Por el contrario, la liofilizacién demostré ser un procedimiento mas
adecuado para conservar preparaciones crudas de pomiferina, ya que la pérdida de la
actividad enzimatica luego de 6 meses de almacenamiento es s6lo del 2%.

Pomiferina demostré ser activa frente a los diversos sustratos proteicos ensayados
(caseina, azocaseina, azocolageno, hemoglobina desnaturalizada y proteinas de
concentrados de soja). Las preparaciones crudas tienen una actividad especifica frente a
caseina que es aproximadamente el 65% de la que posee una preparacion equivalente de

ficina comercial ("ficin, tan powder", Sigma). Cuando se utiliza azocoll como sustrato, la
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actividad especifica detectada representa el 41 % de la comunicada para una muestra de la
enzima cruda obtenida de la pulpa de frutos de Cucurbita ficifolia (Curotto et al., 1989).

En el caso de las proteinas de soja, cuyo empleo con fines alimentarios esta
limitado por sus deficitarias propiedades funcionales, la estrategia experimental adoptada
fue la de ensayar conjuntamente la accién de pomiferina y de alcalasa sobre concentrados
de soja, con el objeto de comparar cuali y cuantitativamente los productos de hidrélisis de
ambas proteasas. El grado de hidrélisis logrado con pomiferina es del mismo orden que el
producido por alcalasa, luego de tres horas en condiciones de pH doptimo. Sin embargo el
analisis electroforético de los productos obtenidos a distintos tiempos muestra un patron
de hidrélisis diferencial para cada una de las enzimas utilizadas, lo que podria traducirse
en distintas modificaciones de las propiedades funcionales.

Cuando las preparaciones crudas de pomiferina son ensayadas frente a N-
carbobenzoxi-p-nitrofenilésteres de aminodcidos, los resultados observados permiten
inferir una preferencia de la enzima por uniones peptidicas en las que el aminoacido que
aporta el grupo carboxilo sea de naturaleza no polar y/o de pequeiio tamano (alanina,
glicina y leucina y en menor grado fenilalanina y valina, en ese orden).

La variacién de la actividad de estas preparaciones en funcién del pH es similar a
la que muestran la mayoria de las proteinasas serinicas, que poseen maxima actividad
proteolitica a pH alcalino. A valores de pH entre 9,3 y 10,3 (caseina) y entre 8,2 y 9,3
(azocoll) la enzima manifiesta una actividad relativa superior al 90%. Por otra parte, los
ensayos de estabilidad en el rango de pH de mayor actividad indican que la enzima puede
ser utilizada en estas condiciones al menos durante dos horas, practicamente sin pérdida
de actividad. Un aspecto a tener en cuenta es que si la concentracion de sales presentes en
el medio de reaccion es igual o mayor a 0,2 M, la actividad enzimdtica disminuye
notablemente.

El estudio de la estabilidad térmica de la preparacion cruda demuestra que la
enzima puede ser empleada casi sin pérdida de actividad durante al menos dos horas por
debajo de 550C. No obstante, la enzima presenta una actividad sobresaliente durante los
primeros 15 minutos a 70°C, lo que también permite utilizarla en procesos breves que

admitan la aplicacién de temperaturas elevadas.
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Los resultados obtenidos al ensayar pomiferina frente a diferentes activadores e
inhibidores permiten establecer que se trata de una fitoproteasa serinica cuya actividad es
independiente de la presencia de iones calcio.

Las preparaciones crudas contienen pigmentos amarillos y un alto contenido de
hidratos de carbono solubles que pueden eliminarse casi totalmente con el agregado de dos
volimenes de acetona, lo que constituye la primera etapa de purificacion: el precipitado
aceténico blanquecino asi obtenido contiene solamente un 8% de los hidratos de carbono
originales, reteniendo el 97% de la actividad inicial.

El ensayo de autodigestion a temperatura ambiente de los precipitados acetOnicos
redisueltos revela una suave caida de la actividad enzimatica con el tiempo (25% a las 24
horas), hecho que no se correlaciona con la notoria disminucién de las fracciones activas
que muestra el anélisis por SDS-PAGE, lo que sugiere que muchos de los péptidos
producidos por autohidrdlisis son proteoliticamente activos.

La utilizacion de técnicas cromatogrificas permite completar la purificacion de
pomiferina. El uso de un intercambiador aniénico (DEAE-Sepharose Fast Flow) posibilita
la separacion de dos fracciones activas minoritarias denominadas 1 (71,2 kD, pl 6,2) y Il
(62,7 kD, pl 4,3), en tanto que el pasaje de la fraccién no retenida por un intercambiador
cationico (CM-Sepharose Fast Flow) permite separar dos fracciones activas principales
denominadas III (69,7 kD, pl 8,9) y IV (69,9 kD, pl 9,4). Las fracciones IIl y IV
representan el 77% de la actividad recuperada y poseen las mayores actividades
especificas (9,44 y 10,58 Ucas.mg'l, respectivamente). Por tratarse de la fraccion
purificada de mayor rendimiento (17,8%), la fraccién Il fue sometida a una serie de
ensayos tendientes a correlacionar su comportamiento con el de las preparaciones crudas:
el perfil de actividad en funcién del pH (caseina) es sumamente similar, la estabilidad
térmica muestra un deterioro importante por encima de los 609C, la adicion de
activadores e inhibidores ejerce el mismo efecto y la actividad relativa sobre los sustratos
sintéticos mantiene el mismo orden, atin cuando se nota una mayor preferencia para el
derivado de alanina que en las preparaciones crudas.

La informacién suministrada da cuenta de la existencia de una nueva proteasa
vegetal que podria ser de utilidad en procesos industriales que requieran enzimas

proteoliticas con elevada actividad a pH alcalino. Por otra parte, y en razon de la
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naturaleza del material vegetal (latex, en lugar de extracto de tejidos vegetales), las
preparaciones "crudas” resultan de hecho un material bastante purificado, que podria ser
ventajosamente utilizado como tal por la industria 0o -a lo sumo- luego de una simple
precipitacién con acetona. De requerirse una preparacion enzimatica de mayor pureza, es
posible obtener un material parcialmente purificado con muy buen rendimiento y elevada
actividad especifica simplemente recolectando la fraccion no retenida por cromatografia

de intercambio aniénico del precipitado aceténico.
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